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TITULO. Estudio de la participación de la superóxido dismutasa (SOD) en la regulación de la 
replicación del virus de la hepatitis C (VHC). INTRODUCCIÓN. La infección crónica por el VHC 
esta presente en alrededor del 3% de la población mundial, la infección crónica puede 
evolucionar a cirrosis y hepatocarcinoma, representando un problema importante de salud 
global. Ha sido reportado que el estrés oxidativo y su regulación por los sistemas antioxidantes, 
juega un rol importante en el establecimiento y desarrollo de la infección por el VHC, sin 
embargo estos mecanismos aun no han sido descritos por completo, el porqué y cómo el VHC 
manipula estos fenómenos para establecerse en la célula, siguen sin conocerse. Nuestro grupo 
de investigación ha reportado el efecto antiviral de ácido acetil salicílico AAS contra el VHC. Los 
resultados sugieren que este efecto puede estar asociado al balance de las especies reactivas 
de oxígeno (ROS) y que esto puede ocurrir en parte por la inducción de la SOD. OBJETIVO. 
Evaluar la participación de la enzima SOD1 en la expresión génica e inhibición de la replicación 
del VHC. MATERIAL Y MÉTODOS. Células Huh7.5.1 fueron cultivadas para generar las 
partículas infecciosas del VHC. Las partículas infecciosas generadas se utilizaron para infectar 
hepatocitos naïve. Se analizó a diferentes tiempos (0, 24, 48 y 72h) la expresión  a nivel 
transcripcional y traduccional de las enzimas  Cu/ZnSOD y MnSOD, por qPCR y western blot 
respectivamente. También se evaluó por qPCR la expresión de los genes de la glutatión 
peroxidasa (GPx) y de la catalasa (CAT), comparando los niveles de expresión contra los de 
células no infectadas. Se trataron células infectadas con el VHC con AAS (0, 24, 48 y 72h) y se 
evaluó la expresión de proteínas estructurales y no estructurales del VHC por western blot. Se 
realizaron ensayos de silenciamiento génico (knockdown) utilizando RNA de interferencia 
(iRNA) dirigido contra la SOD1, en células que expresan proteínas no estructurales del VHC. La 
expresión de SOD1 y de la proteína NS5A, fueron medidos por qPCR y se compararon contra 
células sin iRNA. Se generó un vector plasmídico para la expresión de SOD1, se realizaron 
ensayos de transfección transitoria (36h) a diferentes concentraciones de plásmido y se 
midieron los niveles de expresión de proteína del VHC. RESULTADOS. Los niveles de 
expresión de proteína SOD1 están disminuidos (50% a las 72 h, p≤0.05) en células infectadas 
con el VHC. No se observaron cambios en los niveles de SOD2 en los niveles de SOD2. A nivel 
transcripcional la expresión de mRNA-SOD1 y mRNA-SOD2 no mostró cambios (0-72h). Los 
niveles de mRNA-GPx se ven disminuidos (60% a las 72h) y los niveles de mRNA-CAT 
permanecen estables. El tratamiento con AAS redujo la expresión de proteínas estructurales y 
no estructurales del VHC. Los ensayos de viabilidad mostraron que el AAS mM es ligeramente 
citotóxico a las 72h. Se logró el silenciamiento de SOD1 (60%  a las 48 y 72h). El silenciamiento 
de SOD1 tiene un efecto negativo en la expresión del VHC (50% a las 48 y 72h p≤0.05). Se 
logró la sobre-expresión de SOD1 y se observó que disminuye la expresión de la proteína NS5A 
cuando se utilizan 250 ng del plásmido-SOD1. CONCLUSIÓN. La presencia de partículas 
virales modifica la expresión de los genes SOD1 y GPx. El silenciamiento de la SOD1 regula 
negativamente la expresión del RNA-VHC, y la sobreexpresión también tiene un efecto negativo 
en la expresión de proteínas virales, dependiente de la concentración. El ASA demostró tener 
un efecto antiviral en células infectadas con el VHC. Nuestros resultados sugieren que la SOD1 
tiene un rol dual en la modulación de la replicación del VHC, la cuál condiciona la regulación de 
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1.1 Epidemiología por infección con VHC 
 
1.1.1 Epidemiología Mundial 
 
La infección crónica con el VHC es un problema serio de salud mundial, 
el cual afecta al 3% de la población mundial. Se estima que alrededor de 170-
200 millones de personas están infectadas con el virus1–4, siendo el genotipo 1 
el mas dominante, seguido de los genotipos 2 y 35. La distribución de la 
infección por VHC es altamente variable (figura 1). La prevalencia más alta, fue 
reportada en África (Egipto y Camerún >10%) y el Medio Oeste. La prevalencia 
en las Américas, Australia, Europa del Norte y del oeste3,4, es menor. En 
números absolutos, los lugares con mas individuos infectados son China (29.8 
millones), India (18.2 millones), Egipto (11.8 millones), Pakistán (9.4 millones) e 
Indonesia (9.4 millones)3. A pesar de la baja incidencia en Asia, alrededor del 
50% de personas infectadas están en esta región, siendo factor principal de ello  
la elevada población en los países asiáticos3. El Centro Europeo para la 
prevención y Control de Enfermedades reportó un aumento en la incidencia 
total de infección por VHC de 4.5 por 100,000 personas-año en 1995 a 8.5 por 
100,000 personas-año en el 20056. 
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La mayoría de los países desarrollados en América del Norte7, Europa del Norte 
y del Oeste8–11, así como Australia y Japón, se catalogan como países de baja 
prevalencia (<2%).  
 
Figura 1. Prevalencia de la infección por VHC y distribución de los diferentes genotipos del 
VHC alrededor del mundo12.   
 
 
1.1.2 Epidemiología en México 
 
En México se ha reportado que el genotipo 1 subtipo A es el más 
prevalente, con una prevalencia de 33%, seguido del genotipo 1 subtipo B con 
21.4% y del genotipo 2 subtipo A con 8.50%13. La infección por VHC es una 
enfermedad de distribución mundial con transmisión exclusiva humano-humano.  
De todos los individuos afectados por este virus, el 85% desarrollan infección 
crónica, el 20% cirrosis, y de estos, el 4% carcinoma hepatocelular, mientras 
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que el 20% de los pacientes presentarán el cuadro clínico agudo14–16.  México 
se encuentra dentro de los países de Latinoamérica con una prevalencia 




La exposición por vía parenteral al VHC es la manera más eficiente de 
transmisión. La mayoría de los pacientes infectados con el VHC en Europa y los 
Estados Unidos han adquirido la enfermedad por el consumo de drogas vía 
intravenosa o por transfusión sanguínea. Considerando esta última vía, está ha 
disminuido desde que se empezaron a hacer análisis de rutina para la detección 
del VHC en los 1990s. Se han identificado las siguientes posibles rutas de 
infección en donadores anti-VHC positivos (orden descendente de riesgo): 
consumo de drogas por inyección, transfusión sanguínea, tener relaciones 
sexuales con consumidores de drogas intravenosas, encarcelamiento 
prolongado, sacrificios religiosos, haber sido golpeado o cortado con un objeto 
ensangrentado, perforaciones en los oído u otras partes del cuerpo e inyección 
de inmunoglobulinas. Comunmente en pacientes recién diagnosticados con 
infección por VHC, el factor de riesgo no puede ser identificado. 
 
1.2 Manifestaciones clínicas 
 
El espectro de las manifestaciones clínicas por la infección con el VHC 
varía en la enfermedad aguda y la enfermedad hepática. La infección aguda es 
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mas bien asintomática19 y lleva a infección crónica en el 75% de los casos. Las 
manifestaciones de la infección crónica van desde un estado asintomático hasta 
cirrosis y carcinoma hepatocelular20. La infección por VHC usualmente progresa 
lentamente. Por lo tanto, en muchos pacientes si la infección es adquirida en 
etapas avanzadas de la vida, puede no resultar una enfermedad hepática 
clínica aparente. Aproximadamente del 20-30% de los individuos infectados 
crónicamente desarrollan cirrosis en un periodo de 20-30 años20. 
 
1.2.1 Hepatitis aguda 
 
Después de la inoculación del VHC, hay un periodo variable de 
incubación. El RNA del VHC en sangre (o hígado) puede ser detectado por 
PCR dentro de un rango de días, hasta las ocho semanas. Las 
aminotransferasas se encuentran elevadas aproximadamente a las 6-12 
semanas posteriores a la exposición (rango 1-26 semanas). Los niveles de 
elevación de las aminotransferasas varían considerablemente entre los 
individuos, pero tienden a ser de 10-30 veces más del límite normal 
(usualmente alrededor de 800 U/I)19. Los anticuerpos contra el VHC se pueden 
detectar a las 8 semanas después de la exposición, aunque en algunos 
pacientes pueden tomar varios meses para detectarse por ELISA. De cualquier 
manera, la mayoría de los pacientes nuevos infectados serán asintomáticos y 
tendrán un curso clínicamente no aparente o mediano. El monitoreo periódico  
para la hepatitis C es mandatorio para ciertos grupos de alto riesgo20. 
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Otros síntomas que pueden ocurrir son similares a otras formas de 
hepatitis viral aguda, incluyendo malestar, náuseas y dolor del cuadrante 
superior derecho. En los pacientes que experimentan dichos síntomas de 
hepatitis aguda, la afección dura típicamente de 2-12 semanas. En conjunto con 
los síntomas clínicos, los niveles de aminotransferasas se normalizarán en el 
40% de los pacientes. La pérdida de RNA del VHC, que indica la cura de la 
hepatitis C, ocurre en menos del 20% de los pacientes, independientemente de 
la normalización de las aminotransferasas.  La muerte por falla hepática 
fulminante debido a  infección por VHC es rara20. 
 
1.2.2 Hepatitis C crónica 
 
El riesgo de infección crónica por VHC es alto, 75-100% de los pacientes 
con infección aguda siguen siendo positivos al RNA VHC19,21. La mayoría de 
estos pacientes tendrán los niveles de las enzimas hepáticas elevadas durante 
el seguimiento. Por definición, la hepatitis C es marcada como crónica después 
de una persistencia de mas de seis meses. Una vez que la infección crónica se 
ha establecido, hay una tasa muy baja de resolución espontánea. Aun no esta 
claro porque la infección con VHC resulta en una infección crónica en la 
mayoría de los casos. La diversidad genética del virus y su tasa alta de 
mutación pude permitirle al VHC escapar del reconocimiento inmune. Factores 
del huésped pudieran estar involucrados  en la habilidad de aclarar al virus, 
como los asociados con la producción de anticuerpos que reconocen las 
proteínas estructurales del virus. Factores que se han asociado al aclaramiento  
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exitoso del virus  son la respuesta de células T CD4 específicas contra el VHC, 
altos títulos de anticuerpos neutralizantes contra las proteínas estructurales del 
virus, polimorfismos en el gen IL28B y alelos específicos HLA-DRB1 y DQB122–
24. La infección con el VHC durante la infancia parece estar asociada con un 
bajo riesgo de infección crónica, de aproximadamente 50-60%25. Finalmente, 
parecen existir diferencias étnicas que propician bajo riesgo de cronicidad en 
ciertas poblaciones, lo que pudiera explicarse en parte por la distribución 
diferencial de ciertos genotipos de los hospederos, como el del gen IL28B26. La 
mayoría de los pacientes con infección crónica son asintomáticos o tienen 
solamente síntomas medianos no específicos, ya que la cirrosis no está 
presente22,27. El síntoma más frecuente es fatiga. Los niveles de 
aminotransferasas pueden variar considerablemente sobre la historia natural de 
la enfermedad crónica. Muchos de los pacientes tienen únicamente una ligera 
elevación de éstas. Hasta un tercio de los pacientes tienen niveles normales de  
alanina transaminasa (ALT) sérica28,29. Cerca del 25% de los pacientes tienen 
los niveles de ALT entre 2 y 5 veces por encima de los niveles máximos 
normales. Elevaciones de hasta 10 veces por encima del límite normal son 
raramente vistos. Hay una pobre correlación entre las concentraciones de 
aminotransferasas e histología hepática; incluso pacientes con ALT sérica 
normal muestran evidencia histológica de inflamación crónica en la mayoría de 
los casos30. El grado de daño típicamente es mínimo o moderado en estos 
pacientes. De acuerdo a esto, la normalización de los niveles de 
aminotransferasas, después de la terapia con interferón, no reflejan 
necesariamente una mejora histológica. 
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1.2.3 Historia Natural 
 
El riesgo de desarrollar cirrosis en 20 años se estima que está cerca de 10 
a 20%, aunque algunos estudios indican que puede ser de hasta 50%31–34. 
Debido a que el curso de la enfermedad es largo, es difícil de determinar el 
riesgo exacto y los escenarios son divergentes para diferentes estudios y 
poblaciones. De hecho, la hepatitis C crónica no es necesariamente progresiva 
en todos los pacientes afectados. En varias cohortes se ha mostrado que un 
número sustancial de pacientes no desarrolla cirrosis durante un cierto periodo 
de tiempo. Se ha estimado que acerca del 30% de los pacientes no desarrollará 
cirrosis por lo menos en 50 años31. Por lo tanto, estudios con periodos cortos de 
observación, en ocasiones fallan en mostrar un incremento en la mortalidad. 
Aunado a esto, la supervivencia generalmente no se ve afectada, sino hasta 
que la cirrosis se ha desarrollado. Por otra parte, no hay duda de que los 
pacientes con hepatitis C crónica tienen un alto riesgo de cirrosis, 
descompensación, y carcinoma hepatocelular en un seguimiento a periodos 
largo. Por ejemplo, en una cohorte de pacientes con hepatitis C post-transfusión 
que fueron evaluados mas de 20 años después de la transfusión, 23% tenía 
hepatitis crónica activa, 51% cirrosis y 5% carcinoma hepatocelular35. No está 
completamente entendido aun el porque existen tales diferencias con respecto 
a la progresión de la enfermedad. Se debe asumir que es por la interacción 




1.2.4 Cirrosis y descompensación hepática 
 
Las complicaciones en la hepatitis C ocurren casi exclusivamente en 
pacientes que han desarrollado cirrosis. Interesantemente, la mortalidad no 
relacionada a causas hepáticas es alta en pacientes con cirrosis también. De 
cualquier manera la cirrosis puede ser muy difícil de diagnosticar clínicamente, 
debido a que la mayoría de los pacientes cirróticos serán asintomáticos, 
siempre y cuando no ocurra una descompensación hepática. Hallazgos que 
pueden relacionarse a cirrosis son la hepatomegalia y/o esplenomegalia en el 
examen físico, concentraciones elevadas de bilirrubina en suero, 
hiperalbuminemia, o niveles bajos de plaquetas. Otros hallazgos clínicos 
asociados a enfermedad hepática crónica pueden ser angioma estelar, cabeza 
de medusa, eritema palmar, atrofia testicular o ginecomastia. La mayoría de 
estos, se encuentran en menos de la mitad de los pacientes con cirrosis y, por 
lo tanto, ninguno es suficiente para establecer un diagnóstico. La 
descompensación hepática puede ocurrir de diversas maneras, la más común 
es ascitis, seguida por hemorragia de varices, encefalopatía e ictericia. La 
descompensación hepática sólo ocurre en pacientes con cirrosis, no obstante 
no todos los pacientes cirróticos muestran signos de descompensación. El 
riesgo de descompensación se estima que ronda el 5%  de los pacientes por 
año31. Una vez que se ha desarrollado la descompensación, la tasa de 
supervivencia a 5 años es cercana al 50%36. Para este grupo de pacientes, el 
trasplante de hígado es la única terapia. 
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De manera similar a la descompensación, el carcinoma hepatocelular se 
desarrolla únicamente en pacientes con cirrosis. El riesgo se estima que es 
menor al 3% por año una vez que se ha desarrollado cirrosis37,38. De cualquier 
manera el hepatocarcinoma asociado al VHC tiene un fuerte impacto negativo 
en la supervivencia. 
 
1.2.5 Progresión de la enfermedad 
 
La hepatitis C crónica se desarrolla de manera diferente entre los 
individuos. Aun no se ha entendido por completo el por qué de estas diferencias 
en la progresión de la enfermedad. Diversos factores han sido identificados, los 
cuales pudieran asociarse a dichas diferencias. 
1) Edad y género: Adquirir la enfermedad después de los 40 años y hasta los 
55 años puede estar asociado a una progresión más rápida del daño hepático, 
así como el genero masculino39. Por el contrario, los infantes parecieran tener 
un riesgo relativamente bajo en cuanto a la progresión de la enfermedad.  
2) Origen étnico: En Afro-Americanos, la progresión del daño parece ser más 
lenta y los cambios en histología hepática menos severos 40.  
3) Respuesta inmune celular VHC específica: La severidad del daño hepático 
esta influenciada por la respuesta celular inmune al VHC. La respuesta 
inflamatoria está regulada por mecanismos complejos y probablemente 
depende de determinantes genéticas, como la expresión del HLA41. Aun no está 
claro, si esto es un factor para la progresión de la enfermedad hepática.  
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4) Ingesta de alcohol: El alcohol incrementa la replicación del VHC, potencia la 
progresión de la infección crónica y acelera el daño hepático41. Incluso 
cantidades moderadas de alcohol parecen aumentar el riesgo de fibrosis. De 
acuerdo a esto, en pacientes alcohólicos con cirrosis y falla hepática, se ha 
descrito una prevalencia elevada de anticuerpos anti-VHC. El consumo de 
alcohol debe ser evitado en todos los pacientes con hepatitis C crónica.  
5) Factores del hospedero: Polimorfismos genéticos de ciertos genes pude 
influenciar la progresión de la fibrosis42. Por ejemplo, el genotipo del factor de 
crecimiento transformante β1 (TGFβ1) o PNLPA3 (adiponutrin) están 
correlacionados con estadios de fibrosis43. Pacientes con esteatosis de 
moderada a severa tienen mayor riesgo de desarrollar fibrosis hepática.  
6) Co-infección viral: La progresión de la hepatitis C se ve claramente 
acelerada en pacientes infectados con VIH. La hepatitis B aguda puede ser más 
severa en pacientes infectados con VHC y una infección crónica con VHB 
puede estar asociada con una disminución en la replicación del VHC, opuesto a 
lo que pasa en la mono-infección con VHC, de cualquier manera el VHC 
predomina. Sin embargo, el daño hepático es más severo y la progresión en 
pacientes es más rápida cuando existe la infección dual VHB/VHC.  
7) Geografía y factores ambientales: Existen algunas diferencias geográficas 
obvias44, por ejemplo el carcinoma hepatocelular se observa con mayor 
frecuencia en Japón que en los Estados Unidos. La razón de esto, aun no está 
clara. Uso de esteroides: Es bien sabido que el uso de esteroides aumenta la 
carga viral, mientras que el efecto en las aminotransferasas es variable, ya que 
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tienden a disminuir en la mayoría de los pacientes, aunque incrementos en las 
aminotransferasas y bilirrubina también se han descrito. Una reducción en la 
dosis de cortico esteroides devuelve la carga viral a la línea basal.  
8) Factores del virus: La influencia de los factores virales en la progresión de 
la enfermedad hepática no es clara. Por encima de todo, parece no haber un 
papel significante entre los diferentes genotipos y quasiespecies en cuanto a la 
progresión de la fibrosis o en su resolución. Sin embargo, una co-infección con 
varios genotipos puede tener un peor pronóstico si se compara con la mono-
infección. Es muy difícil predecir el curso individual de la hepatitis C, ya que 
este depende de muchos factores. Actualmente, el diagnóstico de la fibrosis 
hepática por medios no invasivos como la elastografía transitoria (FibroScan) o 
por el método tradicional de biopsia hepática es el mejor predictor de la 
progresión de la enfermedad hepática45,46. El grado de inflamación y estadio de 
fibrosis son útiles para predecir el curso clínico. 
 
1.3 Terapia actual 
 
La terapia estándar de cuidado para tratamiento de pacientes con 
infección por VHC, ha estado compuesta por la administración de interferón α-
pegilado (PEG-IFN) y ribavirina (RBV)47, este tratamiento dual con PEG-IFN 2a 
(180 µg/semana) o 2b (1.0 a 1.5 µg/kg peso corporal/semana) y el análogo de 
la guanosina RBV (12 a 15 mg/kg peso corporal/día) ha estado disponible 
desde el 2001/2002 para pacientes con hepatitis C crónica(4-6). Estos fármacos 
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se administran por 48 semanas (genotipos VHC 1, 4, 5 y 6) o por 24 semanas 
(genotipos VHC 2 y 3), obteniendo rangos de respuesta viral sostenida (SVR) 
de 45-50% en pacientes infectados con el genotipo 1 y de hasta 80% en 
pacientes infectados con genotipo 2 y 348,49. La SVR es utilizada como un 
marcador subrogado para la cura y es definida como la ausencia de evidencia 
de RNA-VHC en sangre, después de seis meses del final del tratamiento. El 
blanco de la terapia antiviral es la eliminación a largo plazo del VHC en sangre. 
Esto previene la progresión de la enfermedad hepática, reduce el riesgo de 
hepatocarcinoma, mejora la calidad de vida y puede eliminar el riesgo de 
infección18.  
El surgimiento de agentes antivirales de acción directa, ha logrado una 
mejora considerable en los rangos de SVR y la opción de disminuir el tiempo de 
terapia en pacientes con infección crónica por VHC genotipo 1. En principio, 
cada una de las cuatro proteínas estructurales y las seis no estructurales, 
estructuras del RNA-VHC específicas (IRES), así como los factores del 
hospedero de los que depende  el virus, pueden ser blancos para agentes DAA. 
La investigación en este campo se ha ido desarrollando y cada vez hay mas 
posibles opciones para lograr una terapia efectiva. Hoy en día se cuenta con  
una gran diversidad de agentes dirigidos contra los diversos blancos que 
participan en el ciclo del virus (Tabla 1). Actualmente, solo se han aprobado por 
la Food and Drug Administration (FDA) inhibidores de la proteína no estructural 
3/4A (NS3/4A) del VHC, , que es una  serin-proteasa necesaria para la 
replicación del RNA y el ensamblaje del virión, así como también cuatro 
inhibidores de proteasa, (boceprevir, telaprevir50–52, simeprevir y faldaprevir) 
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que han demostrado una potente inhibición de la replicación del VHC genotipo 
1, mejorando la SVR, la combinación de un inhibidor con PEG-IFN o RBV limita 
el propiciar variantes resistentes, lo que se refleja en una mejora en la 
respuesta antiviral53. 
Tabla 1. Moléculas que se encuentran en fase de estudio para  
el tratamiento antiviral específico del VHC. 
Nombre del fármaco 
 
Compañía Blanco / sitio activo Fase 
Inhhibidores de la proteasa NS3/4 
 
   
Telaprevir Vortex Sitio activo / linear IV 
Boceprevir Merck Sitio activo / linear IV 
Simeprevir Janssen / Medivir Sitio activo / macroclíclico IV 
Danoprevir Roche / InterMune Sitio activo / macroclíclico III 
Vaniprevir Merck Sitio activo / macroclíclico III 
MK-5172 Merck Sitio activo / macroclíclico III 
Faldaprevir  Boehringer 
Ingelheim 
Sitio activo / linear IV 
Asunaprevir Bristol-Myers Squibb Sitio activo III 
GS-9256 Gilead Sitio activo II 
GS-9451 Gilead Sitio activo II 
ABT-450 Abbot Sitio activo III 
IDX320 Idenix Sitio activo II 
ACH-1625 Achillion ¿Sitio activo / macrocíclico? II 
    
Análogos de nucleótido inhibidores de 
la polimerasa NS5B 
 
   
Mercitabine (R7128) Roche / Pharmasset Sitio activo III 
Sofosbuvir (GS-7977) Gilead Sitio activo III 
VX-135 (ALS-2200) Vertex / Alios Sitio activo II 
IDX 20963 Idenix Sitio activo I 
ACH-1625 Achillion Sitio activo I 
    
No-análogos de nucleótido inhibidores de 
la polimerasa NS5B 
 
   
Deleobuvir (B1207127) Boehringer 
Ingelheim 
NNI sitio 1 / pulgar 1 DETENIDO 
BMS-791325 Bristol-Myers Squibb NNI sitio 1 / pulgar 1 II 
TMC647055 Janssen NNI sitio 1 / pulgar 1 I 
VX-222 Vertex NNI sitio 2 / pulgar 2 II 
GS-9669 Gilead NNI sitio 3 / palma 1 II 
ABT-333 Abbot NNI sitio 3 / palma 1 III 
Tegobuvir (GS-9190)  Gilead NNI sitio 4 / palma 2 II 
Setrobuvir (ANA598) Anadys / Roche ¿NNI sitio 4? / palma 1 II 
    
Inhibidores de la NS5A 
 
   
Daclatasvir (BMS-790052) Bristol-Myers Squibb Inhibidor del dominio 1 NS5A III 
BMS-824393 Bristol-Myers Squibb Proteína NS5A I 
PPI-461 Presidio Proteína NS5A II 
PPI-668 Presidio Proteína NS5A II 
Ledipasvir (GS-5885) Gilead Proteína NS5A III 






Tabla 1. Moléculas que se encuentran en fase de estudio para  
el tratamiento antiviral específico del VHC. (continuación) 
 
Nombre del fármaco 
 
Compañía Blanco / sitio activo Fase 
Inhibidores de la NS5A 
 
   
ABT-267 Abbott Proteína NS5A III 
ACH-2928 Achillion Proteína NS5A I 
MK-8742 Merck Proteína NS5A II 
    
Agentes dirigidos al hospedero 
 
   
SCY-635 Scynexis Inhibidor de la ciclofilina II 
Alisporivir (Debio-025) Novartis Inhibidor de la ciclofilina II 
Miravirsen Santaris RNA antisentido miRNA 122 II 
 
El futuro del tratamiento de la hepatitis C aun tiene muchos retos, pero  el 
desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas es promisorio, ahora más que 
nunca. Desde hace más de 20 años se ha realizado una intensa labor en la 
academia, compañías biotecnológicas y empresas farmacéuticas, para conocer 
a profundidad el ciclo viral, lo que ha dado como resultado la aprobación de 
nuevos agentes antivirales directos (DAA). Estudios clínicos de fase 3 que 
combinan el uso de la segunda ola de inhibidores de proteasas (simeprevir o 
faldaprevir) con PEG-IFN y ribavirina han mejorado las tasas de SVR hasta 
niveles de 80% y con menores efectos adversos. Incluso niveles mas altos 
(SVR 90%) fueron alcanzados con el inhibidor de nucleótidos sofosbuvir, con 
PEF-IFN y ribavirina54,55. Tasas muy altas de SVR se han observado con dos 
DAAs (terapia cuádruple), ya sea un inhibidor de proteasa o NS5A (asunaprevir 
+ daclatasvir o vedroprevir (GS-9451) + ledispasvir (GS-5885)) o inhibidores de 
proteasa y polimerasa (danoprevir + mercitabine (RG7128)56. Actualmente, los 
regímenes que utilizan múltiples DAAs, buscan alcanzar una terapia libre de 
IFN. De cualquier manera, aunque existe la especulación de lograr la terapia 
libre, el IFN-λ continua siendo evaluado como un reemplazo, debido a sus 
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propiedades antivirales similares y un efecto mas deseable en cuanto a los 
efectos colaterales. El campo del tratamiento de VHC se encuentra en medio de 
una gran cantidad de estudios clínicos libres de IFN, los cuales combinan uno, 
dos o tres agentes antivirales, con o sin ribavirina. La combinación de tres DAAs 
– inhibidores de proteasa, NS5A y polimerasa +/– ribavirina – han alcanzado 
una SVR cerca del 100% en grupos relativamente grandes de pacientes 
infectados con VHC genotipo 1. El uso de los nuevos DAAs para el tratamiento 
de los otros genotipos aun sigue siendo un reto a lograr, la combinación de 
DAAs y ribavirina mejora ligeramente la SVR en pacientes con el genotipo 2, 
pero no se han observado mejoras cuando se tratan pacientes con genotipo 3.  
La investigación y los ensayos clínicos deben continuar para conseguir el 
desarrollo de una terapia que funcione y esté disponible para todos los 
pacientes infectados.57 
 
1.4 Virología molecular del VHC 
 
La familia Flaviviridae se divide en cuatro géneros: flavivirus, pestivirus, 
hepacivirus y, un nuevo género que se ha definido, pegivirus58. Los flavivirus 
incluyen a los virus de la fiebre amarilla, virus de fiebre de dengue y virus de la 
encefalitis Japonesa. Los pestivirus incluyen al virus de la diarrea viral bovina, 
virus de la fiebre porcina clásica y virus de la enfermedad de la frontera. El 
VHC, con por lo menos 6 genotipos y sus diversos subtipos, es miembro del 
género hepacivirus59. Los flavivirus comparten ciertas características 
estructurales y virológicas básicas, siendo todos virus envueltos en una bicapa 
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de fosfolípidos, en la que dos o más proteínas de envoltura (E) están ancladas. 
La envoltura  que rodea la nucleocápside se compone de múltiples copias de 
una proteína pequeña (core ó C), y contiene el genoma de RNA. El genoma es 
una de molécula de RNA de hebra positiva, que oscila entre 9.6 a 12.3 miles de 
nucleótidos (nt), con un marco abierto de lectura (del inglés ORF) codificante 
para una poliproteína de 3000 amino ácidos (aa) o más. Las proteínas 
estructurales están codificadas por la parte N-terminal del ORF, mientras que la 
porción remanente del ORF codifica para las proteínas no estructurales (NS)60. 
Las secuencias para la RNA proteasa-helicasa y la RNA polimerasa 
dependiente de RNA (RdRp), son muy conservadas y se ubican en posiciones 
similares a las de las poli-proteínas de todos los flavivirus61. Los flavivirus se 
unen a uno o más receptores celulares, organizados en forma de un complejo y 
parece que esto activa la endocitosis mediada por receptor. La fusión de la 
envoltura del virión con las membranas celulares libera la nucleocápside en el 
citoplasma. Posterior a esto, la transcripción del genoma viral ocurre en el 
citoplasma, generando un precursor de una poliproteína, la cual es modificada 
por proteasas virales y celulares, para dar lugar a proteínas estructurales y no 
estructurales. La replicación del genoma viral es llevada a cabo por un complejo 
de replicación, que se asocia a membranas celulares y ocurre vía síntesis de 
intermediarios de RNA de polaridad negativa60. A diferencia de otros flavivirus, 
la región 5´no traducida (UTR), no tiene casquete y de manera similar a otros 
pestivirus, se pliega, junto con una porción del dominio que codifica para la 
proteína C en un complejo de RNA con estructura secundaria para formar un 
sitio de entrada al ribosoma interno (del inglés IRES), que dirige la unión directa 
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de las subunidades ribosomales y factores celulares para la traducción. 
Mientras que la región 3´UTR de los flavivirus está altamente estructurada, la 
región 3´UTR del VHC, es relativamente corta y menos estructurada, 
conteniendo un fragmento de poli-uracilo de longitud variable60. El VHC es 
específico en cuanto a su hospedero y a su tropismo, transmitiéndose 
exclusivamente por contacto de sangre directo. Por otra parte, mientras que la 
mayoría de los flavivirus causan una infección aguda en humanos, la infección 
por VHC tiende a ser crónica en la mayoría de los casos (50%-80%). Las 
respuestas inmunes humoral y celular han demostrado ser efectivas en 
infecciones por pestivirus y flavivirus, además tienen un rol importante para la 
recuperación y protección del huésped. Por otra parte, en el modelo de 
chimpancé la infección por VHC induce una respuesta inmune que falla en la 
prevención de la infección persistente y generalmente no confiere protección 
contra la reinfección de cepas homólogas o heterólogas62. 
 
1.4.1 Taxonomía y genotipos 
 
La comparación de secuencias nucleotídicas de aislados de VHC 
provenientes de individuos localizados en diversas regiones geográficos han 
revelado la existencia de por lo menos seis genotipos del VHC principalmente, 
con un amplio número de subtipos dentro de cada genotipo63,64. Las cepas del 
VHC pertenecientes a los genotipos 1, 2, 3, 4 y 5 se encuentran en la África 
sub-sahariana, mientras que los genotipos 3 y 6 son detectados con mucha 
diversidad en el sureste asiático. Esto sugiere que estas regiones geográficas 
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pueden ser el origen de diferentes genotipos del VHC. La emergencia de 
diferentes genotipos del VHC en Norteamérica y Europa, así como en otros 
países que no son tropicales, aparenta mostrar epidemias recientes que fueron 
introducidas de los lugares donde el VHC es endémico65. En un estudio muy 
reciente, más de 1300 regiones codificantes del VHC fueron analizadas, con el 
fin de validar nuevos genotipos y subtipos. Este estudio reveló que existe la 
presencia de al menos 7 genotipos y 67 subtipos66. 
 
1.4.2 Estructura y organización genómica 
 
La región 5’ UTR consiste en cuatro dominios altamente 
estructurados67,68 y contiene el IRES69 y la región 3’ UTR consistente de 
estructuras tipo lazo y un tramo interno poli (U) --  poli (U/C)70,71. El ORF central 
de 9.6 kb codifica para una poliproteína de poco más de 3000 aa, dependiendo 
del genotipo del VHC. S y NS corresponden a regiones que codifican para 
proteínas estructurales y no estructurales, respectivamente (figura 2) 70,71.!!
 
Figura 2. Biología Molecular del VHC.  
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El IRES de VHC tiene la capacidad de formar un complejo estable al 
unirse directamente a la subunidad ribosomal 40s sin la necesidad de los 
factores de iniciación de la traducción canónica. Este evento representa el 
primer paso de la traducción de la poliproteína del VHC72. El ORF codifica por lo 
menos para 11 proteínas (Tabla 2), que incluyen 3 proteínas estructurales: C o 
core, E1 y E2; una proteína pequeña denominada p7, la cual no se ha definido 
su función; 6 proteínas no estructurales: NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A y 
NS5B; y la proteína llamada “F”, que resulta de un marco de lectura alternativo 
(ARF) en la región que codifica para la proteína core60. 
 
 
Tabla 2. Proteínas NS y S del VHC. 
Proteínas Función Peso molecular 
(kDa) 
Core Nucleocápside 23 (precursor) 
21 (madura) 
Proteína F ¿? 16-17 
E1 Envoltura 
¿Dominio de fusión? 
33-35 
E2 Envoltura 
Unión al receptor 
¿Dominio de fusión? 
70-72 
p7 Ión de canal de calcio 7 
NS2 Autoproteasa NS2/3 21-23 
NS3 Componente de las proteasas NS2/3 y NS3/4ª 
NTPasa/helicasa 
69 
NS4A Cofactor de la proteasa NS3/4A 6 
NS4B Inducción de la red membranosa 27 









1.4.3 Ciclo viral 
 
A pesar de que el virus fue descubierto desde 1989, el conocimiento 
acerca del ciclo viral no ha sido completamente descrito. El estudio de nuevas 
terapias  y el conocimiento de la infección viral en estudios básicos y clínicos 
requiere de modelos representativos in vitro o in vivo, los sistemas in vitro están 
limitados por el tipo de líneas celulares y cepas virales que puedan cultivarse 
para su estudio73,74. Por otra parte no hay un modelo animal pequeño que 
pueda utilizarse para reproducir por completo el ciclo viral y la patogénesis en la 
infección por VHC. El chimpancé es el único animal que puede ser empleado 
para el estudio de la enfermedad75,76. Se han realizado diversas investigaciones 
para la elucidación del mecanismo de entrada del VHC al hepatocito. Pero a 
pesar de los esfuerzos realizados, aun no está completamente definido el o los 
receptores responsables. El tropismo hepático no ha podido ser explicado en su 
totalidad, aunque se sabe que este ocurre y de manera específica. Varios 
receptores celulares se han propuesto como mediadores de la unión e 
internalización del VHC, siendo el CD81 ha sido el más estudiado77 pero este 
se expresa en diversos tipos celulares, lo que apunta a la presencia de un 
complejo de receptores presentes en la célula para conferir su permisividad a la 
infección por VHC. Es posible que el receptor CD81 actúe como un co-receptor 
de entrada, posterior a la unión y que otros factores celulares en conjunto sirvan 
para la unión e internalización del VHC a los hepatocitos78. El receptor basurero 
B tipo I (del inglés SR-BI), el receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDL-R) 
y las integrinas CD209 y CD209L, también se han propuesto como candidatos a 
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receptor del VHC60. Posterior a la adhesión, la nucleocápside del virus envuelto 
es liberada al citoplasma celular como resultado de la fusión entre las 
membranas virales y celulares. Los flavivirus entran a sus células diana por una 
endocitosis mediada por receptor y utilizan proteínas de fusión de clase II59. La 
entrada del VHC depende del pH y de la endocitosis, el péptido de fusión sigue 
en controversia, estudios de estructura en cristalografía 3D y crio-
espectroscopia de masas, indican que tanto la glicoproteína E1, que presenta 
un péptido de fusión en su ectodominio79,80,  como la E2, que tiene similitud 
estructural con las proteínas de fusión clase II 81,82, son necesarias para el 
entendimiento de los mecanismos de fusión del VHC. La descapsidación de las 
nucleocápsides virales libera las cadenas de RNAs genómicos positivos en el 
citoplasma, donde sirven junto con los RNAs recién sintetizados como RNAs 
mensajeros para la síntesis de la poliproteína del VHC. La traducción ocurre 
bajo el control del IRES, el cual media la iniciación interna independiente de 
casquete, manipulando proteínas celulares y virales. 
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Figura 3. Ciclo de replicación del VHC. La partícula viral se une a la célula huésped por la 
interacción de sus glicoproteínas y receptores celulares. Las partículas son internalizadas 
por endocitosis. El genoma viral se desnuda y es traducido. Después de la amplificación 
del genoma y la expresión de proteínas virales, la progenia viral es ensamblada. Los 
viriones maduros son liberados al medio extracelular. 
 
Las partículas virales se unen a la célula huésped por la interacción 
específica entre las glicoproteínas de envoltura y un receptor celular 
desconocido. Las partículas unidas son internalizadas por endocitosis, después 
del desnudamiento y de la traducción en el retículo endoplásmico (RE) rugoso, 
la NS4B induce la formación de vesículas membranosas, las que sirven como 
andamios para el complejo de replicación viral. Posterior a la amplificación del 
genoma y la expresión, la progenie viral se ensambla, aunque el sitio específico 
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aun no se ha identificado, puede que ocurra en las membranas intracelulares 
derivadas del RE o aparato de Golgi. Las partículas recién producidas 
abandonan la célula huésped por la vía secretoria constitutiva (figura 3). 
Aunque se ha progresado en el estudio y comprensión de el VHC, el 
hecho de que existan “cuasi-especies” en los pacientes debido a la elevada 
tasa de mutación, representa un problema emergente para las nuevas 
moléculas inhibidoras para el VHC83. Pero las nuevas alternativas de sistemas 
celulares robustos para la infección con VHC, facilitará el desarrollo de las 
diferentes estrategias terapéuticas contra las diferentes etapas del ciclo viral del 
VHC. 
 
1.5 Modelos de estudio 
 
Los sistemas de cultivo celular son necesarios para estudiar el ciclo de 
replicación y para desarrollar estrategias profilácticas y/o intervenciones 
terapéuticas. Un sistema depende de una célula hospedera, la cual sostenga la 
producción de progenie viral y de un virus que sea capaz de replicarse y formar 
partículas infecciosas en cultivo celular. El desarrollo de modelos de estudio in 
vivo e in vitro ha sido crucial para el estudio del VHC. Estos incluyen, entre 
otros, clonas funcionales de cDNA que son infecciosas in vivo en chimpancés, 
el sistema replicón, pseudopartículas retrovirales que presentan glicoproteínas 




Tabla 3. Modelos de estudio del VHC 
Modelos in vitro Modelos in vivo 
• Sistemas de replicón • Chimpanzee 
• Pseudopartículas VHC (VHCpp) • Ratón con hígado quimérico humano 
• VHC derivado de cultivo (VHCcc) • Ratones genéticamente humanizados 
 
El estudio del VHC en modelos celulares fue imposible hasta el 
desarrollo de los replicones subgenómicos que se replican de manera 
autónoma en la línea de hepatoma humano Huh-7. Las primeras clonas de 
cDNA funcionales del VHC fueron construidas en 1997 (Lohmann)84. Este 
sistema fue desarrollado al observarse que las proteínas estructurales no eran 
requeridas para la replicación de la cadena de RNA (+) del VHC. Sin embargo, 
para alcanzar la replicación eficiente en cultivo celular, el RNA viral necesitaba 
mutaciones adaptativas. La estructura se compone del replicón bicistrónico 
Con1, el cual se compone del extremo 5’ UTR y de 12 aminoácidos de la región 
que codifica para la cápside del VHC, unido al gen Neo, el IRES del Virus de la 
Encefalomiocarditis (ECMV), la región que codifica para las proteínas NS 3-5B y 
la región 3’ UTR (figura 4)85.  
 
Figura 4. Genoma VHC y Replicón Subgenómico. 
 
!! 42!
Muchos aspectos del ciclo viral del VHC aun no se han reproducido en 
cultivo celular, aunque se han realizado muchos intentos para establecer 
modelos in vivo que mimeticen la replicación del VHC, en 1999 se obtuvo suero 
de un paciente con hepatitis fulminante, un hombre de 32 años de edad que fue 
admitido con un cuadro con fatiga  general, fiebre elevada y disfunción hepática. 
El paciente no tenía antecedentes de enfermedad hepática, consumo de drogas 
o alcohol y en los 6 meses anteriores no había sido transfundido ni había tenido 
contacto sexual con algún portador de VHC86. El paciente presentaba niveles 
séricos elevados de transaminasas hepáticas, niveles bajos de tiempo de 
protrombina y presentaba una encefalopatía en etapa II. Se le detectó RNA de 
VHC por RT-PCR y los anticuerpos anti-VHC fueron negativos, al igual que 
todos los marcadores para hepatitis virales, por lo que fue diagnosticado de 
hepatitis fulminante asociada a VHC. El paciente presentaba niveles elevados 
de viremia, 105 copias/mL en la admisión y 104copias/mL 25 días después. Para 
investigar el rol de la cepa de hepatitis fulminante, se aisló el RNA de VHC en la 
etapa aguda del paciente, se amplificó por RT-PCR, se clonó el cDNA y se le 
determinó su secuencia. A la clona se le designo el nombre de JFH-1, y se 
reveló que correspondía al el genotipo VHC 2a. Posteriormente con el 
conocimiento y experiencia del modelo replicón subgenómico, se logró en el 
2005 el desarrollo del modelo de replicón genómico y  de expresión completa 
del VHC JFH-1 en cultivo celular (fig. 5)86,87, que es utilizado en el estudio del 




Figura 5. Genoma VHC completo, Replicón subgenómico JFH-1, genoma quimérico 
completo J6/JFH y genoma quimérico completo H77/JFH. 
 
A la secuencia total del cDNA JFH-1 clonada (uniendo fragmentos de 
RT-PCR para la producción de la secuencia completa) se le adicionó al inicio la 
secuencia del promotor T7, por lo que utilizando la T7 RNA polimerasa se 
obtiene el RNA de la secuencia completa del JFH-1. Este se utilizó en ensayos 
de transfección en células Huh7 naïve y la replicación viral, así como la 
producción de proteínas virales fueron detectadas en  las células post-
transfección. Para determinar la capacidad de infección de las partículas virales 
generadas en cultivo celular, células Huh7 naïve fueron expuestas con el medio 
de cultivo de las células transfectadas86,87. La infección pudo determinarse por 
inmunofluorescencia indirecta, aunque los títulos de infección fueron bajos. La 
capacidad de infección de las partículas virales generadas en cultivo celular 
también se comprobó en el modelo animal de chimpancé por el grupo de Liang 
(NIH, Bethesda, Maryland)88. Estos experimentos confirmaron la infección in 
vivo e in vitro. 
El único modelo animal pequeño que puede ser infectado con el VHC, es 
el ratón con deficiencia en células T y B que resulta en una inmunodeficiencia 
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severa combinada (SCID), el cuál es trasplantado con hepatocitos humanos89. 
Los primeros estudios de infección con VHC en este modelo murino fueron 
realizados por Mercer et al (2001)90. El estudio mostró que el ratón SCID con 
una alteración genética que provocaba la degradación de sus hepatocitos, 
sobre expresaba un transgen activador de plasminógeno tipo uroquinasa (uPA). 
Con esta mutación los ratones podían ser injertados con hepatocitos humanos 
primarios y posteriormente ser infectados con el VHC, pero esto llevaba a una 
alta mortalidad en el modelo de ratón uPA-SCID, debido a que los hepatocitos 
primarios frescos o congelados deben ser trasplantados intraesplénicamente, 
durante las primeras 2 semanas de vida91–93. La mayoría del hígado de ratón 
requiere la repoblación con hepatocitos humanos funcionales, para poder 
presentar susceptibilidad a la infección por VHC. El ratón quimérico puede ser 
infectado por un inóculo de partículas generadas in vivo o in vitro, pero también 




1.6 VHC y estrés oxidativo 
 
La presencia de estrés oxidativo durante la hepatitis C crónica (CHC) fue 
detectada tempranamente en los mediados de la década de 1990. Hasta ahora 
la inducción de especies reactivas de oxígeno (ROS) ha cambiado los puntos 
de abordaje de estudio, incluyendo la medición de: ROS, antioxidantes, 
expresión de niveles y actividades de enzimas de defensa antioxidante y 
!! 45!
productos de interacción con ROS y moléculas biológicas. La detección de 
estos compuestos se ha realizado en biopsias de pacientes con hepatitis 
crónica, sugiriendo la participación directa del VHC. De igual manera en 
muestras de sangre se ha dado una gran importancia a la correlación de estos 
compuestos/enzimas y el curso de la enfermedad en el hígado. 
Las ROS se producen normalmente durante los procesos de 
metabolismo aeróbico, estrés continuo y exposición a luz UV o rayos X. Estas 
especies reactivas de oxígeno juegan un rol en muchas vías de señalización en 
diferentes organismos, desde bacterias hasta células de mamíferos. Antes eran 
considerados como metabolitos tóxicos, pero ahora se sabe que son parte de 
un complejo sistema de señalización94. Muchas enzimas en mitocondria, 
retículo endoplásmico, peroxisomas y otros compartimentos celulares están 
involucrados en la producción de ROS95,96, lo que genera estrés oxidativo ya 
sea a través de la interacción directa con las moléculas biológicas como las 
proteínas, lípidos y ácidos nucleicos o a través de la activación de cascadas de 
señalización relacionadas a la respuesta al estrés, incluyendo proteína kinasas, 
citosinas y factores de transcripción94, llevando al desarrollo de el proceso 
inflamatorio. 
Mediciones directas en  tejido hepático en pacientes con hepatitis C 
crónica han mostrado un incremento en la concentración de ROS97. Tal 
incremento significativo también fue descrito en linfocitos de pacientes con 
infección crónica y oculta con VHC98. 
El glutatión representa uno de los mayores antioxidantes, se sintetiza en 
todos los tipos de organismos eucarióticas y se encuentra concentrado en el 
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hígado99. Una gran cantidad de pacientes con hepatitis C crónica han 
manifestado niveles reducidos de glutatión y otros antioxidantes, así como una 
disminución en la actividad, tanto en muestras de sangre como en biopsias 
hepáticas98,100–108. Además de la reducción a los niveles de glutatión total, el 
estrés oxidativo inducido por el VHC se ve acompañado por un incremento en la 
tasa de sus formas oxidadas (GSSG) y reducidas (GSH). Los pacientes con 
CHC muestran bajas en los niveles de enzimas de defensa antioxidante como 
la superóxido dismutasa (SOD), glutatión reductasa y glutatión 
peroxidasa103,109,110, aunque también se han reportado incrementos111. De 
manera interesante, se ha observado que la expresión de dichas enzimas no se 
ve alterada en el hígado de pacientes infectados, lo que sugiere que la 
alteración en las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) puede 
ser un evento secundario111. Los pacientes también muestran un incremento en 
la expresión de otras enzimas de defensa antioxidante, incluyendo la 
tiorredoxina (Trx)112,113 o la hemo oxigenasa (HO-1)108. 
 
1.6.1 Proteínas virales asociadas con estrés oxidativo 
 
El VHC se replica en citoplasma lo que da como resultado la infección 
crónica, la extensión del daño mitocondrial y la magnitud de la lesión oxidativa 
en el tejido hepático. La proteína viral de nucleocápside del VHC ha sido 
implicada en el incremento de estrés oxidativo en el hígado114. De las 10 
proteínas virales. La proteína core es la que ha probado ser el regulador mas 
fuerte115,116  pero no es la única que se ha asociado con el estrés oxidativo, las 
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proteínas NS3 y NS5A también se han visto involucradas en el incremento de 
este117–119 . Las proteínas E1115, E2120,121 y la NS4B también se han relacionado 
a la presencia de estrés oxidativo. 
La proteína no estructural 5A, una proteína integral para la replicación del 
virus así como para otros fenómenos como la resistencia al interferón y 
apóptosis122, cambia los niveles de calcio. Las proteínas core, NS5A y NS3 no 
solo incrementan la captación de calcio por la mitocondria, sino que también 
provocan oxidación del glutatión mitocondrial, incrementando las ROS123–125, 
resultando en la translocación al núcleo de Nf-κB y transcripción de STAT-
3126,127. La NS4B también incrementa dicha translocación de NF-κB a través de 
la fosforilación de la proteína tirosina kinasa (PTK) y degradación subsecuente 
de κB alfa128. La proteína NS5A se ha visto involucrada de manera importante 
en la activación de p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase), JNK (c-Jun N-
terminal kinase) y AP-1 (activator protein-1) que están relacionadas al 
incremento del estrés oxidativo, incrementando los sistemas antioxidantes de 
MnSOD129. De la mano con las ROS, el óxido nítrico (NO) causa daño al DNA. 
El NO no sólo daña el DNA, sino que también inhibe la reparación del mismo130–
132. La caseína kinasa 2 y la fosfoinositol kinasa 3 median el efecto de las 










2.1 Acido acetil salicílico (AAS) y VHC 
 
El AAS, ingrediente de la aspirina, es un analgésico antiinflamatorio no 
esteroideo (AINEs), que es conocido y utilizado de manera global. La aspirina 
no sólo reduce el riesgo de infarto al miocardio, sino que podría convertirse en 
una promesa contra el cáncer de colon, debido a que parece estar involucrada 
en los procesos de angiogénesis. Al iniciarse un proceso inflamatorio, la enzima 
fosfolipasa actúa sobre las membranas de las células liberando ácido 
araquidónico. Sobre éste actúan dos enzimas, la ciclo-oxigenasa (COX) y la 
lipo-oxigenasa que son responsables de la producción de prostaglandinas 
(PGE2), hidroxiperóxidos y leucotrienos. El mecanismo de acción del AAS 
consiste en bloquear la actividad de ambas isoformas de ciclo-oxigenasa (COX-
1 y COX-2) al acetilar su sitio activo en el residuo serina 530. Esto ocasiona una 
disminución en la síntesis de PGE2, que son responsables de producir dolor,  
fiebre e inflamación. Existen antecedentes in vitro de que el AAS disminuye la 
carga viral de algunos flavivirus, tales como el virus del dengue y el virus de 
encefalitis japonesa, familia a la que también pertenece el VHC 133.  
Como producto de una colaboración científica con el Dr. Antonis 
Koromilas (Lady Davies Institute, Mc Gill University, Canadá) en nuestro 
laboratorio contamos con el sistema in vitro de replicones subgenómicos del 
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VHC. Con el empleo de este sistema hemos obtenido resultados que 
demuestran que la aspirina regula negativamente la replicación y expresión 
génica del VHC. Efecto que parece ser modulado por  un intermediario de la vía 
del estrés oxidativo conocido como COX-2 134. También hemos encontrado que 
la aspirina presenta propiedades antioxidantes al disminuir los niveles de 
proteínas y lípidos oxidados tanto en las células parentales (no expresan las 
proteínas no estructurales virales) como en las células replicón. Así mismo se 
observó que la aspirina aumentó la actividad de la enzima superóxido 
dismutasa (SOD; enzima antioxidante), pero no la actividad de la enzima 
antioxidante glutatión peroxidasa (GPx). A continuación se describen los 
resultados obtenidos. 
 
2.2 Inhibición de la replicación y expresión génica del VHC inducido por 
AAS 
 
Nuestros resultados muestran que el AAS a una concentración de 4 mM 
disminuyó hasta un 58% los niveles del RNA viral con respecto a las células 
Huh7 replicón que no fueron expuestas a AAS.  Además, este efecto fue 
directamente proporcional al tiempo de exposición siendo más evidente a las 72 




Figura 6. Efecto del AAS en los niveles del RNA viral. Resultados de la PCR cuantitativa en 
Tiempo Real  (**P < 0.01). Cada ensayo se realizó por triplicado. Para normalizar nuestros 




El AAS también disminuyó los niveles de las proteínas virales de manera 
directamente proporcional al tiempo de exposición, ya que la proteína viral 





Figura 7. Efecto del AAS en los niveles las proteínas virales134. 
 
Interesantemente se observó mediante ensayos de western blot que los 
niveles de la proteína celular COX-2 disminuyeron cuando las células que 
contienen el replicón del VHC fueron expuestas a AAS (figura 8). Además, se 
observó que el AAS disminuyó los niveles del mRNA de COX-2 (manuscrito en 
preparación), lo que sugiere fuertemente que el efecto negativo del AAS en la 
expresión génica del VHC puede estar mediado por la enzima COX-2 134.  
 
 
Figura 8 . El AAS disminuye los niveles de la proteína COX-2134. 
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2.3 Participación del estrés oxidativo 
 
El comportamiento antes descrito es una incógnita  para la cual aún no 
se tiene respuesta, pero está quizás se encuentra dentro de los procesos 
relacionados al estrés oxidativo. Los radicales libres, conocidos como especies 
reactivas de oxígeno ROS, se han vuelto de gran interés a nivel médico-social. 
Las ROS son producto normal del metabolismo celular y son mantenidas dentro 
de niveles fisiológicos por medio de sistemas antioxidantes propios de la célula 
[superóxido dismutasa (SOD) y glutatión peroxidasa (GPx)], aunque también es 
necesaria la presencia de compuestos antioxidantes en la dieta. Inicialmente las 
ROS se relacionaban a daños celulares tales como: peroxidación lipídica (daño 
a las membranas, aterosclerosis), oxidación de proteínas (pérdida de función 
enzimática) y a mutaciones (daño al DNA). Sin embargo, en los últimos años se 
ha asociado la participación de las ROS con diferentes vías de señalización 
celular.  
Existen antecedentes que proponen una inducción del estrés del RE por 
aumento del tráfico de colesterol y por inhibición de la glicosilación de proteínas 
en células que mantienen la replicación del VHC135,136. También, se ha 
reportado que en células en las cuales tiene lugar la replicación del VHC, los 
niveles de ROS son hasta 5 veces más elevados que las células control137.  Sin 
embargo, aún no se ha demostrado una asociación directa entre los 
mecanismos de replicación de este virus y la participación del estrés oxidativo 
presente en las células infectadas. Con base a lo anterior, se evaluó la 
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participación del estrés oxidativo en la inhibición de la replicación del VHC 
inducida por el AAS in vitro. Se encontró que la aspirina presentó propiedades 
antioxidantes al disminuir los niveles de proteínas y lípidos oxidados, tanto en 
las células parentales (no expresan las proteínas no estructurales virales), como 
en las células replicón (figuras 9 y 10).  
 
 
Figura 9. El AAS disminuye los niveles de proteínas oxidadas en  
las células Huh7 replicón138. Las células fueron incubadas en presencia y ausencia 
de AAS 4mM a diferentes tiempos (0–72 h). Al final de la incubación se prepararon lisados 




Figura 10. El AAS disminuye los niveles de lípidos oxidados en  
las células Huh7 replicón138.  Las células fueron incubadas en presencia y ausencia 
de AAS 4mM a diferentes tiempos (0–72 h). Al final de la incubación se midieron los niveles 
de ROS por el ensayo de fluorescencia método de la 2’,7’ –diclorofluoresceína. 
 
También se observó que la aspirina aumentó la actividad de la enzima 
superóxido dismutasa (SOD; enzima antioxidante) (figura 11), pero no la 
actividad de la enzima antioxidante glutatión peroxidasa (GPx) (figura 12). La 
enzima SOD es una enzima antioxidante que protege a las células del estrés 
oxidativo al catalizar la disminución de aniones superóxido (O2-) a peróxido de 
hidrógeno (H2O2) y oxigeno (O2)139. Mientras que la enzima GPx cataliza la 
conversión de H2O2 a agua. Estos resultados sugieren que el efecto antiviral de 
la aspirina podría estar mediado por su efecto antioxidante. Sin embargo, 
todavía resulta difícil de precisar el (los) mecanismo(s) mediante el cual la 
aspirina disminuye los niveles del RNA y proteínas virales, y modifica los niveles 
del estrés oxidativo. Con base en estos antecedentes, en este proyecto nos 
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propusimos evaluar la participación de la enzima SOD en la inhibición de la 
replicación del VHC inducida por aspirina. 
 
 









2.4 Superóxido dismutasa  (SOD) y VHC 
 
En los seres humanos existen tres formas de superóxido dismutasa. 
SOD1 se encuentra en el citoplasma, SOD2 en las mitocondrias y SOD3 en el 
líquido extracelular. La primera es un dímero, mientras que las otras son 
tetrámeros. SOD1 y SOD3 contienen cobre y zinc, mientras que SOD2 tiene 
manganeso en su centro reactivo. Hay disponibles placas para ensayos de 
micro titulación de SOD140. El ión superóxido es una de las principales ROS en 
la célula y la SOD tiene un papel fundamental como antioxidante. 
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Fisiológicamente, la importancia de la SOD es ilustrada por las severas 
patologías que se evidencian en ratones genéticamente modificados para que 
carezcan de esta enzima, estos ratones mueren a los pocos días de nacer 
por estrés oxidativo masivo141; sin SOD1 desarrollan una gran variedad de 
patologías, incluyendo hepatocarcinoma, una acelerada pérdida de masa 
muscular relacionada con la edad142, una temprana incidencia de cataratas y 
una esperanza de vida reducida; con la ausencia de SOD3 no muestran 
deficiencias obvias y tienen una esperanza de vida normal143.  
El estrés oxidativo se ha detectado en casi todos las condiciones 
experimentales o clínicas de las enfermedades hepáticas crónicas. Görenek en 
el 2006, realizó un estudio en el cual se median diversos marcadores de estrés 
oxidativo en pacientes infectados con el VHC. Sus resultados muestran que los 
niveles de SOD están significativamente reducidos en pacientes con hepatitis 
crónica antes del tratamiento, en comparación con pacientes sanos (p<0.001), 
este resultado puede indicar una disminución en la capacidad antioxidante de 
los pacientes infectados con VHC. La reducción de SOD y glutatión peroxidasa 
(GPx) refleja una disminución en la capacidad de la síntesis hepática y el poder 
antioxidante, en pacientes con VHC, esto puede deberse al incremento en la 
oxidación de lípidos, causado por la inflamación, debido a la infección viral, y 
esto podría considerarse como un marcador temprano de estrés oxidativo. 
También se observó que los pacientes infectados se recuperan en sus 
marcadores de estrés oxidativo (los cuales están significativamente 
aumentados) posterior al tratamiento con IFN y ribavirina (figura 13)109. 
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Figura 13. Niveles de marcadores de estrés oxidativo en pacientes infectados con 




















La importancia médica en México de la infección por el VHC ha crecido 
debido a que esta enfermedad puede complicarse con la posibilidad de 
desarrollar cirrosis hepática, patología que representa la quinta causa de 
muerte en la población mexicana.  Resultados obtenidos en el laboratorio 
demuestran que la aspirina regula negativamente la replicación y expresión 
génica del VHC; efecto que parece estar modulado en parte por un 
intermediario de la vía del estrés oxidativo conocido como Ciclooxigenasa-2 
(COX-2). También se encontró que la aspirina presenta propiedades 
antioxidantes al disminuir los niveles de proteínas y lípidos oxidados, tanto en 
las células Huh-7 parentales, como en las células Huh-7 con el replicón 
subgenómico. Así mismo, se observó que la aspirina aumentó la actividad de la 
enzima superóxido dismutasa (SOD; enzima antioxidante), pero no la actividad 
de la enzima antioxidante glutatión peroxidasa (GPx). Con base a lo anterior, es 
de suma importancia conocer los mecanismos moleculares que modulan la 
replicación e inhibición del VHC en las células infectadas.   Los resultados de 
este proyecto permitirán aportar hallazgos sobre los mecanismos moleculares 
que participan en la regulación de la replicación del VHC; así mismo, permitirán 
la identificación de potenciales blancos terapéuticos para combatir y erradicar la 
infección por el VHC, y de esta forma crear nuevas expectativas para la 






4.1 Objetivo general 
 
Evaluar la participación de la enzima SOD1 en la expresión génica e 
inhibición de la replicación del VHC.  
 
4.2 Objetivos específicos  
 
1. Implementación del cultivo celular para la producción de 
partículas virales infecciosas del VHC en células Huh7.5.1 y el sistema 
biológico de infección. 
2. Evaluar los niveles de expresión de SOD1 en células de 
hepatoma en presencia y ausencia de partículas infecciosas  del VHC y 
un efector positivo de la enzima. 
3. Silenciar (Knock-down) mediante la tecnología de RNA de 
interferencia (RNAi) la expresión de la enzima SOD1 y evaluar su efecto 
en la regulación de la replicación y expresión génica del VHC. 
4. Construir el plásmido que exprese la enzima SOD1 y  
evaluar el efecto de la sobreexpresión transitoria de la enzima SOD1 en 
la regulación de: la replicación y expresión génica del VHC, sistemas 
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antioxidantes y los niveles de estrés oxidativo presentes en la línea 
celular de hepatocitos infectados con el VHC. 
 
4.3 Estrategia general 
 
En el presente proyecto de investigación se planteo la siguiente 
estrategia experimental, que consistió de la siguientes actividades generales 
(figura 14). Generar las partículas virales del VHC en hepatocitos, 
posteriormente realizar ensayos de infección para estandarizar las condiciones 
experimentales. Utilizando el sistema de infección evaluar los niveles de 
expresión (RNA y proteína) de diversas enzimas antioxidantes (SOD1, SOD2, 
CAT y GPx) y determinar si hay modulación diferencial en algún isotipo de 
SOD. Una vez observado que SOD1 está disminuida, utilizar el sistema de 
replicón subgenómico para silenciar el gen y observar su efecto en la 
replicación del VHC. Por otra parte construir un vector de expresión para SOD1 
y realizar ensayos de sobre-expresión transitoria para observar el efecto en la 











MATERIALES Y MÉTODOS 
 
Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Infectología Molecular del 
Departamento de Bioquímica y Medicina Molecular de la facultad de Medicina 
de la Universidad Autónoma de Nuevo León, así como en el Laboratorio de 
Medicina Experimental del Instituto Lady Davies del Hospital General Judío-
Universidad de McGill, Canadá. 
 
5.1 Cultivo celular 
 
La línea celular de hepatocarcinoma humano Huh7 que expresa 
constitutivamente el plásmido PFK381-1-NS3-3’ (replicón subgenómico del VHC, 
genotipo 1b) y Huh7.5.1 una línea celular derivada de la línea Huh7 que es 
altamente permisiva a la replicación del VHC,  fueron cultivadas en medio A-
DMEM  (del inglés, Advanced-Dulbecco´s Modified Eagle´s Media, Gibco) 
suplementado con 2% de suero fetal bovino (SFB), 1% aminoácidos no 
esenciales, 1% glutamina y 1% de antibióticos (penicilina, estreptomicina. En 
una Incubadora a 37 ºC con 5% de CO2. El medio de cultivo se cambió cada 3 





5.2 Clonación del plásmido JFH1 
 
Se transformaron bacterias E. coli DH5α (NEB) calcio competentes, se 
descongelaron 100 µL de bacterias en hielo por 10 min con y se añadió 
cuidadosamente 10 µL (0.1 µg)  del plásmido JFH1 el cual contiene la 
secuencia del genoma completo del VHC, genotipo 2A, el plásmido fue 
amablemente proporcionado por el Dr. Kostas Pantopoulos (Lady Davis Insitute, 
Jewish General Hospital, McGill University, Canadá), se mezcló 
cuidadosamente, invirtiendo el tubo 4-5 veces. Se mantuvo en reposo la mezcla 
durante 30 min. Se realizó un choque térmico a 42ºC durante 90 s sin agitar, 
posteriormente se incubó 10 min en hielo. Se agregaron 100 µL de medio LB 
(US Biological, EUA) y se incubaron a 37ºC por 1 h a 250 rpm. Se tomaron 50-
250 µL para sembrar en placas con LB-ampicilina (Sigma Aldrich, EUA), 
previamente calentadas a 37ºC. Se cultivaron las placas a 37ºC durante 12 h. 
Las clonas seleccionadas se crecieron de acuerdo a las indicaciones del kit 
MAXIPrep (Qiagen, EUA), para la obtención de más plásmido. El plásmido se 
digirió con las enzimas XbaI, HindIII y KpnI (NEB, EUA) para su caracterización.  
 
5.3 Producción de partículas virales del VHC 
 
Se digirió el plásmido JFH1 con la enzima XbaI (high concentration) (Cat. 
R0145M, NEB) para linearizar el plásmido y se purificó el DNA. Posteriormente 
se digirió con la endonucleasa Mungbean nuclease (Cat. M02505, NEB, EUA), 
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para evitar la recircularización del mismo y purificar el DNA . Una vez listo el 
templado, se utilizó el kit MEGAScript (Cat 1334, Ambion, EUA), para la síntesis 
de RNA in vitro. Se realizó la extracción de RNA por el método de TRIzol LS 
(Invitrogene, EUA). El RNA obtenido se utilizó en los experimentos de 
transfección. Se sembraron 700, 000 células Huh7.5.1 en placas de 6 cm con 
medio ADMEM suplementado, al día siguiente se removió el medio y se lavó 
con medio OptiMEM (Gibco, EUA) y se preparó la mezcla de transfección (4 µL 
OptiMEM + 40 µL  DMRIE-C (cat. 10459-014, Invitrogen, EUA) + 10 µg RNA-
JFH1 *para dos placas), se añadieron 2 mL de mezcla por placa y se incubaron 
por 4h, después se lavó con medio regular y se crecieron por alrededor de 30 
días. Se colectó RNA total y proteína total a diferentes tiempos para detectar la 
expresión del virus. Se colectó el sobrenadante de las células transfectadas. 
Para los ensayos de infección se sembraron 400, 000 células Huh7.5.1 en 
medio ADMEM suplementado, al día siguiente se cambió el medio por 
sobrenadante infeccioso y se incubó por 1 día. Transcurrido el tiempo se 
cambió a medio ADMEM y se cultivaron las células cuando estaban al 80%. Es 
importante considerar la cantidad de células que se utilizaran en los 
experimentos utilizando el sistema de infección, para determinar la cantidad de 






5.4 Extracción de RNA 
 
La extracción RNA total a partir de cultivo celular se realizo raspando las 
células con PBS frío y se realizó bajo las condiciones del fabricante, empleando 
el reactivo TRIzol (marca Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), cloroformo (marca 
Fischer Scientific, New Jersey, USA), Etanol (marca Merck, Darmstadt, 
Alemania), isopropanol (marca Fischer Scientific, New Jersey, USA) e inhibidor 
de RNAsas ‘RNA out’ de la compañía Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Todas la 
soluciones acuosas se prepararon con agua ultrapura tratada con el inhibidor de 




Para la síntesis del DNA complementario a partir de RNA total se 
siguieron las indicaciones del fabricante y se utilizó la enzima RT-MMLV, Buffer 
RT 5X, Random primers, Ditiotreitol (DTT), desoxirribonucleótidos trifosfatados 
(dNTPs) e inhibidor de RNAsas ‘RNA out’, todos de la compañía Invitrogen 
(Carlsbad, CA, EUA). 
 
5.6 PCR cuantitativa  
 
La cuantificación relativa del mRNA de los  dos isotipos de SOD, la 
glutatión peroxidasa (GPx), la catalasa (CAT), NS3 y NS5A, y del mRNA del 
gen Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) se realizó en dos 
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etapas. Primero, se sintetizó el cDNA utilizando la enzima RT-MMLV, antes 
descrito. Para el análisis de la expresión génica por reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa (qPCR) se utilizó el reactivo SYBR Green ER qPCR 
Supermix for ABI de la compañía Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), utilizando los 
iniciadores para cada gen (Tabla 4).  
Tabla 4. Secuencias de oligos utilizados para qPCR 
Gen Iniciador 5’ – 3’ Iniciador 3’ – 5’ 
SOD1 AGGGCATCATCAATTTCGAG TGCCTCTCTTCATCCTTTGG 
SOD2 GGAACGGGGACACTTACAAA GGTAGTAAGCGTGCTCCCAC 
GPx CAACCAGTTTGGGCATCAG CCCACCAGGAACTTCTCAAA 
CAT TAAGACTGACCAGGGCATC CAAACCTTGGTGAGATCGAA 
 
La normalización de los datos se realizó definiendo como gen endógeno 
la proteína ribosomal s18 o la enzima Gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH) y utilizando el estuche comercial Human GAPDH 20X y el TaqMan 
Universal PCR Master Mix, ambos de la marca Applied Biosystems (Foster City, 
CA, USA). Se utilizó el método de ΔΔCt para los cálculos de expresión. Cada 
condición se realizó por triplicado. 
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5.7 Western blot 
Las células fueron raspadas con ayuda de un gendarme de goma, se 
utilizó PBS 1X frio para lavar las células, posteriormente se centrifugaron 15 s a 
máxima velocidad, se removió el PBS y se extrajo la proteína total con el buffer 
de lisis 1X en una relación volumen 1:1, el lisado se incuba a 20 min en hielo y 
se centrifuga a 13,000 rpm/10 min, se separa el sobrenadante y se almacena a 
-80ºC. Se cuantifica la concentración de proteínas por Bradford, usando una 
curva estándar. Se cargaron 50 µg de proteína total por pozo, se corre a 100V 
por 2h en un gel de poliacrilamida 12% o 14% (PAGE-SDS), se transfiere a una 
membrana de PVDF a 400 mA por 90 min, la membrana se bloquea con TBS-
tween 0.1% por 60 min, se incuba con el anticuerpo primario toda la noche, al 
día siguiente se dan 3 lavados de 10 min c/u con TBS-tween 0.1%, y se incuba 
con el anticuerpo secundario por 90 min, la membrana se vuelve a lavar con 
TBS-tween 0.1% , 3 lavados de 10 min c/u. Se detecta la proteína por 
quimioluminiscencia (ImmunoCruz western blotting luminol reagent, Santa Cruz, 
cat #sc-2048, EUA). Para la captura de imagen se utiliza el fotodocumentador 
Chemidoc XRS (Bio-Rad, Alemania). El análisis densitométrico se realizó 
mediante el software ImageJ (NIH). Se utilizaron los anticuerpos primarios: anti-
SOD1 (Santa Cruz sc-11407, EUA), anti-SOD2 (Santa Cruz, sc-18504, EUA), 
anti-HCV core (Affinity BioReagents, MA1-080. EUA), anti-HCV NS3 (Abcam, 
ab65407, EUA), anti-HCV NS5a (Biodesign, C65388M, EUA) y los anticuerpos 
secundarios: anti-conejo (Santa Cruz, sc-217, EUA), anti-ratón (Promega, 
W4021, EUA) y anti-cabra (Santa Cruz, sc-2354, EUA). 
!! 69!
 
5.8 Tratamiento con AAS 
 
Las células Huh-7.5.1 nativas y las células Huh-7.5.1 infectadas VHC 
fueron sembradas (500,000 células), 1 día después se realizo el cambio de 
medio y fueron incubadas en presencia o ausencia de AAS 4 mM durante 24, 




5.9 Bloqueo de la expresión de la SOD1 utilizando la tecnología del RNA 
de interferencia 
 
Se sembraron 1.5 x105 células Huh-7 replicón en placas de seis pozos, 
cultivadas en medio A-DMEM suplementado con 2% de SBF, 1% de 
aminoácidos no esenciales, 100 U/mL de penicilina G y 100µg/mL de 
estreptomicina. Cuando las células tenían un 30-50% de confluencia se 
transfectaron con el iRNA para silenciar la expresión de la SOD1 utilizando el kit 
de transfección siPORT Lipid de la marca Ambion (Austin, TX, USA). Como 
controles negativos se utilizó un iRNA non-sense (Ambion #AM4611) y células 
no transfectadas. Las células fueron incubadas por 24, 48 y 72 h, luego se 
cosecharon y se hizo la extracción de RNA y proteínas totales que serán 
analizadas por qPCR. 
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5.10 Clonación del gen SOD1 
 
Se utilizó el plásmido pcDNA4 his B (Invitrogene, EUA) para clonar y 
expresar el gen de la SOD1. Para generar el vector  se diseñaron los 
iniciadores específicos para amplificar el ORF completo a partir del cDNA 
obtenido del RNA extraído de las células Huh7, oligo sentido SOD 5`ATA TTA 
ATG GAT CCT ATG GCG ACG AAG GCC GTG TGC 3` y  oligo antisentido  
SOD 5`AAT ATA TAT GCG GCC GCA TTA TTG GGC GAT CCC AAT TAC 
ACC 3`, con sitios Bam HI / Not I (NEB, EUA). El cual fue secuenciado con el kit 
comercial BIG DYE v1.1/v3.1 (Applied biosystems, EUA). Las condiciones de 
reacción son las siguientes: 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C durante 5 
segundos y 60°C por 4 minutos, con la finalidad de corroborar que la secuencia 
sea correcta. Posteriormente se realizaron ensayos de Maxi-prep (Qiagen, 
EUA) para propagar a mediana escala el plásmido y purificarlo para ser 
utilizado en los ensayos de transfección. 
 
5.11 Ensayos de transfección transitoria 
 
Un día antes de la transfección se sembraron 200,000  Huh7 replicón en 
placas de 6 pozos. Al siguiente día las células son infectadas durante una hora 
con el virus vaccinia recombinante (que expresa a la T7 RNA polimerasa), 
seguido de la transfección con el plásmido que expresa el gen de la SOD1 bajo 
el control del promotor de la T7, a diferentes concentraciones de DNA. Las 
células se incubaron con medio sin suero a 37°C por 4 horas, seguido de la 
!! 71!
adición de medio con suero e incubadas por un tiempo adicional de 36 h horas. 
Posteriormente, las células fueron cosechadas para evaluar la expresión por 
western blot y qPCR. 
 
5.12 Análisis estadístico 
 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y las variables fueron 
analizadas por la prueba T de Student y se realizó utilizando el software 
estadístico SPSS (versión 15.0). Las diferencias se consideraron significativas 




















6.1 Implementación del sistema de infección y cultivo celular para la 
producción de partículas virales infecciosas del VHC en células Huh7.5.1 
 
6.1.1 Clonación y caracterización del plásmido pJFH1 
 
Se realizó la clonación del plásmido pJFH-1 en bacterias E. coli DH5α. Después 
de la transformación, las bacterias se crecieron en medio LB/Amp y se 
seleccionaron las clonas resistentes para extraer el DNA plasmídico (MINI-
PREP, Qiagen). Posteriormente las colonias se sometieron a digestión con 
enzimas de restricción (HindIII, KpnI, y XbaI) (figura 15). De las 
transformaciones exitosas con el patrón esperado se seleccionó una clona y se 
creció a mayor volumen (200ml) en medio LB/Amp para producir el plásmido a 
gran escala, se realizó extracción y purificación de DNA plasmídico (MAXI-
PREP, Qiagen) y se caracterizó (figura 16)  
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Figura 15. Caracterización del plásmido pJFH1. Electroforesis del DNA digerido HindIII, 
KpnI, y XbaI (gel de agarosa 1%). Las clonas presentaron el patrón de digestión esperado, 
se observan dos bandas una superior a 12,000 pb y otra alrededor de 1,000 pb 
!! 74!
!
Figura 16. Purificación del plásmido pJFH1. Electroforesis del DNA digerido HindIII, y XbaI 
(gel de agarosa 1%). Se observan dos fragmentos que corresponden a la digestión con 
HindIII y una banda sólida que representa al DNA linearizado por XbaI. 
 
6.1.2 Transcripción in vitro del pJFH1!!
!
El plásmido pJFH-1 se linearizó utilizando la enzima de restricción XbaI y 
posteriormente se incubó con la nucleasa Mung bean, para evitar que la 
recircularicación de la secuencia correspondiente al virus (figura 17).  
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Figura 17. Plásmido pJFH1 linearizado. Electroforesis del DNA digerido con la 
endonucleasa Mung bean (gel de agarosa 1%). Se observa una banda por encima de los 
12,000 pb correspondiente al DNA linearizado integro. 
 
Posterior a la digestión, el pJFH-1 se transcribió mediante el kit MEGAscript, y 
se realizó la extracción de RNA total con TRIzol. La calidad del RNA obtenido 
fue evaluada, se verificó la integridad en gel de agarosa-MOPS (figura 18) y la 
pureza, al espectrofotómetro tuvo una DO ( A260/A280)= 1.9. 
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Figura 18. RNA del VHC-JFH1. Electroforesis del RNA transcrito in vitro (gel de agarosa 
1%, MOPS). Se observa que el RNA extraido esta por encima de las 9,000pb y que tiene 
una gran calidad al ser una banda bien definida. 
 
6.1.3 Transfección del RNA JFH-1. 
 
Con 5µg de RNA VHC-JFH-1Se transfectaron células Huh7.5.1. Las células 
fueron cultivadas cada 3 días y se colectaron muestras por un periodo de 30 
días. La transfección fue exitosa ya que se detectó la presencia de proteínas 
estructurales (core) y no estructurales (NS3) del virus desde el día 15 pos-
transfección, teniendo la mayor expresión a los días 24 y 26 pos-transfección. A 
los días 28 y 30 la expresión de la proteína NS3 disminuyó  y la proteína core 
ya no se detectó (figura 19). Se colectó el sobrenadante celular correspondiente 
a los días 24 y 26, que presentaron la mayor expresión de proteínas del virus. 
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Por lo tanto, la posibilidad de que este tuviera partículas virales era alta, por lo 
que se utilizó para posteriores ensayos de infección. 
 
Figura 19. Ensayo de transfección de células Huh7.5.1. Expresión de las proteínas  core y 
NS3 del VHC. Western blot. Se observa el aumento de la intensidad en la expresión de las 
proteínas virales a través de los días de cultivo, alcanzando el nivel máximo al día 24 para 
la proteína NS3 y core. 
 
6.1.4 Ensayos de infección con partículas del VHC JFH1. 
 
Las células fueron cultivadas cada 3 días y se colectaron células para 
extracción de RNA y proteínas totales para detectar la presencia del virus. Por 
qPCR se detectó la replicación de RNA viral desde el día 3 post-infección 
(figura 20), el cDNA de las células colectadas al día 6 post-infección fue 
amplificado siendo evidente a un Ct menor.  !
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Figura 20. Expresión del RNA del VHC. Gráfico representativo de qPCR para NS3. Se 
observa que a los días 6 y 5 post-transfección hay Ct´s más bajos, confirmando la 
expresión de genes virales a tiempos cortos. 
 
El sobrenadante que se colectó al día 24 (post-transfección) probó ser 
infeccioso, ya que se logró la  detección de la expresión de la proteína NS3 
desde el día 1 post-infección y la proteína core a partir del día 4 post-infección. 
El incremento en la expresión de proteínas virales fue proporcional al tiempo, ya 
que en los  días 11-14 post-infección la expresión de proteínas virales (NS3 y 
core) incrementó (figura 21). Esto demuestra que la capacidad de cultivar al 
virus en células es más eficiente si se utilizan partículas infecciosas, comparado 
con la transfección del RNA (JFH1) viral. Este resultado permitió establecer las 
condiciones para futuros experimentos, tomando en cuenta los tiempos en los 
cuales se puede evaluar a los sistemas antioxidantes en la célula cuando están 
presente las proteínas estructurales y proteínas no estructurales. Estas últimas 
son una evidencia de que hay viriones maduros y se sabe que lleva a cabo el 
ciclo viral completo. La presencia de proteínas estructurales indica que el virus 
puede ensamblarse y liberarse de la célula para infectar nuevas células. !
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Figura 21. Ensayo de infección en células Huh7.5.1. Carilles 1-8, primeros días post-
infección y carriles 9-12, últimos días post-infección. Western blot. Se observa el aumento 
en la expresión de las proteínas del VHC de manera directamente proporcional al tiempo, 
interesantemente la máxima expresión del virus ocurre a tiempos mas cortos que en los 
ensayos de transfección. 
 
6.2 Evaluación de los niveles de expresión de SOD en células de 
hepatoma humano en presencia y ausencia de partículas infecciosas del 
VHC y un efector positivo de la enzima 
 
6.2.1 Estandarización de oligos y qPCR para evaluar los sistemas 
antioxidantes 
 
Se realizó PCR punto final (gradiente T°) para determinar la especificidad de los 
oligos  y posteriormente se realizaron curvas estándares para la cuantificación 
relativa de la expresión de los genes de interés,  se realizó la extracción de 
RNA total en células naïve para el rastreo de los transcritos de los genes : 
SOD1, SOD2, hCat, hGpx1 y β−actina, y se extrajo RNA de células infectadas 
para el rastreo del transcrito del gen NS3 del VHC, a partir de 1 µg de RNA total 
se sintetizó cDNA y se prepararon las siguientes diluciones: 1:10, 1:20, 1:40, 
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1:80, 1:160 y 1:320, a partir de los Ct se construyeron las curvas 
correspondientes con los siguientes valores: SOD1  Y = -3.322*LOG(X) + 15.10, 
Eficiencia = 100.0%; SOD2 Y = -3.626*LOG(X) + 17.42, Eficiencia = 88.7%; 
hGpx SYBR, Y = -3.537*LOG(X) + 11.75, Eficiencia = 91.7%; hCat Y = -
3.308*LOG(X) + 18.19, Eficiencia = 100.6%; HCVNS3 Y = -3.203*LOG(X) + 
19.25, Eficiencia. = 105.2%; β−actina  Y = -3.270*LOG(X) + 15.21, Eficiencia = 
102.2%. Las curvas para los retrotranscritos estuvieron en el rango de 90% a 
110% de eficiencia, y se determinó que se trabajaría con diluciones de las 
muestras de cDNA 1:40 para los análisis de expresión en el sistema de 
infección. 
 
6.2.2 Expresión de SOD (proteína) en células infectadas con el VHC JFH1 
 
Se extrajo proteína total de células Huh7.5.1 naïve y células Huh7.5.1 
infectadas con el VHC, a los tiempos de 0, 24, 48 y 72 h (figura 22). A) Se 
evaluó la expresión a nivel transcripcional de A) las enzimas SOD1 y SOD2, 
observandose una disminución en la expresión de la proteína SOD1 y SOD2, B) 
las proteínas virales NS3 y core que al mismo tiempo se observa un incremento 
en su expresión, a partir de las 48h, C) para SOD1 constatándose que, a las 
72h hay un decremento del 50% (p ≤ 0.05) en las células infectadas con el 
VHC, en comparación con células naïve (es interesante que mientras los 
niveles de proteína de SOD1) se ven disminuidos, las proteínas virales 
aumentan, coincidiendo que a las 72 h hay una mayor expresión del proteínas 
virales y una menor expresión de SOD1 y D) la enzima SOD2 cuyos niveles al 
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Figura 22. Niveles de expresión de proteínas celulares antioxidantes y virales. A) western 
blot. Se observa la expresión de proteínas virales NS3 y core; hay un decremento en los 
niveles de SOD1 con respecto al tiempo; no se observa un cambio en SOD2, 
 B) densitometría de la proteína viral NS3, C) densitometría SOD1 y  
D) densitometría SOD2. * p  ≤ 0.05. 
 
6.2.3 Expresión (mRNA) de los sistemas antioxidantes en células 
infectadas con VHC JFH1 
 
Se extrajo RNA total de las células naïve y de las células infectadas con el 
VHC. Posteriormente por qPCR se midieron, los niveles de expresión a nivel 
transcripcional de los genes para las enzimas antioxidantes SOD1, SOD1, GPx 
y CAT. Al tener una disminución en los niveles de proteína, se pensó que esto 
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podría ser porque había una disminución de expresión de los mensajeros de 
estos genes, sin embargo, no se observaron cambios significativos en la 
expresión a nivel del mRNA de las enzimas SOD1 y SOD2, ya que fue similar 
en las células infectadas y no infectadas. Por otra parte la expresión del mRNA 
de GPx, el cuál se sabe disminuido por la presencia de proteínas virales, se 
redujó en las células infectadas a las 24h y 48h y para las 72h el decremento 
fue más del 50%  (p ≤ 0.05), en comparación con las células naïve. Finalmente 
no se observaron diferencias en la expresión del mRNA de CAT (figura 23). 





Figura 23. qPCR de los sistemas antioxidantes. A), B) y C) no se observan cambios en los 
niveles de mRNA de SOD1, SOD2 y tampoco en los niveles de mRNA de CAT y D) la 
expresión del mRNA GPx disminuye directamente proporcional al tiempo, teniendo el 
máximo a las 72h. * p  ≤ 0.05. 
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6.2.4 Expresión del VHC en células tratadas con AAS 
 
Células infectadas con el VHC fueron tratadas con AAS 4mM y se midió la 
expresión viral por Western blot. El tratamiento con AAS 4mM disminuyó la 
expresión de las proteínas NS3 y core del VHC, mas no alteró la de GAPDH. 
Este efecto no había sido reportado, siendo la nuestra la primera evidencia de 
que el AAS disminuye la expresión del VHC cultivado en células. La expresión 
de las proteínas virales fue menor en las células tratadas con AAS a las 48 y 72 
h, sobre todo en la expresión de la proteína no estructural core en comparación 
con las no tratadas (figura 24). Un efecto colateral del tratamiento fue que 
disminuyó la cantidad de GAPDH a las 48 y 72 h. Se probaron diferentes genes 
constitutivos, pero el comportamiento fue el mismo. En la tinción con Ponceau S 
no se observó diferencia en la cantidad de proteína cargada. Es probable que el 
AAS 4mM es ligeramente citotóxico para las células infectadas con el VHC 








































Figura 24. Expresión de NS3 y core en células infectadas con el VHC, tratadas con AAS 4 
mM. A) Western blot, B) densitometría NS3 y C) densitometría core. 
 
Para saber si esto era lo que estaba ocurriendo, se realizó un ensayo de 
viabilidad por MTT. Se utilizó AAS a diferentes concentraciones, 1 mM, 2 mM y 
4 mM. El ensayo se evaluó a las 24, 48 y 72 h (figura 25). Se observó que a las 
concentraciones de 1 y 2 mM la viabilidad celular es mayor al 80% durante el 
tiempo de estudio. Por otra parte, cuando se utilizó AAS 4 mM se observó que a 
las 48 h la viabilidad es menor al 80% y a las 72 h es del 60%. Esto concuerda 
con lo observado cuando se midieron los genes constitutivos en los western 
blot, donde a las 48 y 72 h se observa una ligera disminución.  
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Figura 25. Ensayo de citotoxicidad MTT. Células infectadas con el VHC tratadas con AAS (1 
mM, 2 mM y 4 mM). La viabilidad de las células no disminuye a mas del 80% cuando se 
trata con AAS 1 y 2 mM. Por otra parte cuando se tratan con AAS 4 mM la viabilidad es 
menor al 80% a las 48h y menor a 60% a las 72h. 
 
6.3 Silenciamiento (knock-down) mediante la tecnología de RNA de 
interferencia (iRNA) de la expresión de la enzima SOD1 y evaluación de su 
efecto en la regulación de la replicación y expresión génica del VHC. 
 
6.3.1 Silenciamiento de la SOD1 en células que expresan proteínas del 
VHC 
 
Se realizó la extracción de RNA total en células Huh7 replicón que fueron 
tratadas con RNA de interferencia para bloquear la expresión de la enzima 
SOD1. Se logró la disminución en la expresión del mRNA SOD1 desde las 24 h 
(alrededor del 70%) y el efecto se mantiene a las 48 y 72 h (alrededor del 50%). 
Se sabe que la presencia del VHC parece regular negativamente la expresión 
de SOD. Nosotros pensamos que al disminuir la expresión podríamos ver un 
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incremento en la expresión del VHC, sin embargo al medir los niveles de RNA-
VHC en las células silenciadas se observó que a las 48 y 72 h hay una 
disminución del 50% (* p  ≤ 0.05) en la expresión (figura 26). Es interesante que 
al compararlo con lo observado en el sistema de infección, donde se observó 
que los niveles de mRNA no están alterados, el efecto del silenciamiento regula 
negativamente la expresión del VHC. Esto sugiere que la modulación de la 
expresión de la SOD1 ocurre a niveles post-traduccionales y no a nivel 
transcripcional. 
 
         24                       48                         72 T(h) 
          24                         48                       72 T(h) 
A) 
B) 
Silenciamiento SOD1   
Expresión mRNA-VHC   
         24                       48                         72 T(h) 
          24                         48                       72 T(h) 
A) 
B) 
Silenciamiento SOD1   
Expresión mRNA-VHC   
 
Figura 26. Efecto del silenciamiento de la SOD1 en la expresión del VHC. A) niveles de 
expresión de mRNA de SOD1 y B) niveles de expresión de RNA-VHC. * p  ≤ 0.05 
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6.4 Evaluación del efecto de la sobre-expresión transitoria de SOD1 en la 
regulación de la replicación y expresión génica del VHC, sistemas 
antioxidantes y los niveles de estrés oxidativo 
 
6.4.1 Clonación del pcDNA4/HisB-SOD1 
 
Se realizó la clonación de la secuencia de SOD1 en el vector de clonación y 
expresión pcDNA4/HisB, en bacterias competentes E. Coli TOP 10. Se 
diseñaron iniciadores para la secuencia de SOD1 humana con sitios de 
restricción para BamHI y NotI (Tabla 5).   
 
Tabla 5. Secuencia de primers para SOD1. 
Primers SOD1 Secuencia nucleotídica 
Oligo sentido 5’ ATA TTA ATG GAT CCT ATG GCG 
ACG AAG GCC GTG TGC 3’ 
Oligo antisentido 5’ AAT ATA TAT GCG GCC GCA TTA 
TTG GGC GAT CCC AAT TAC ACC 3’ 
 
Se clonó la secuencia de SOD1 a partir de RNA humano y se sintetizó el 
cDNA. Se realizó PCR y se corrió un gel para detectar la secuencia, utilizando 
GAPDH como control (figura 27).  
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Figura 27. Electroforesis del PCR SOD1 y GAPDH. Carriles PM) Marcador de peso 
molecular, 1-8) clonas 1-8, respectivamente, se observan dos bandas, una de 500 pb para 
el gen SOD1 y otra de 350 pb para el gen control GAPDH. (Gel de agarosa 1%) 
 
El fragmento y el vector se digirieron con BamHI y NotI, y posteriormente 
se ligaron. El producto de ligación fue utilizado para transformar bacterias y  se 
aisló el DNA plasmídico de las bacterias seleccionadas por resistencia a 
ampicilina. Se caracterizó con las enzimas de restricción BamHI y NotI, se 
analizó el patrón de restricción y se observaron dos fragmentos uno de 5098 pb 
(vector linearizado) y otro de 480 pb (secuencia SOD1) (figura 28). De las 
transformaciones exitosas con el patrón esperado se seleccionó una clona y se 
creció a mayor volumen (200ml) en medio LB/Amp para producir el plásmido a 
gran escala. Se realizó extracción y purificación de DNA plasmídico (MAXI-





Figura 28. Clonación del plásmido pcDNA4/HisB-SOD1. Electroforesis del DNA digerido 
con las enzimas de restricción BamHI y NotI   Carriles 1) Marcador de peso molecular, 2-5) 
clonas 1-4 respectivamente, se observan dos fragmentos de 5,098 pb y 498 pb 6) digestión 
control y 7) plásmido sin digerir (gel de agarosa 1%). 
 
6.4.2 Efecto de la sobre-expresión de SOD1 en la replicación del VHC 
 
Se realizó la transfección del pcDNA4/HisB-SOD1 en células que 
expresan proteínas no estructurales del VHC. Se transfectaron diferentes 
concentraciones del plásmido pcDNA4/HisB-SOD1 (100 ng, 250 ng y 500 ng). A 
las 36 h se extrajo proteína total. Se observan dos bandas correspondientes 
para SOD1, una es la basal y la otra corresponde a la SOD1 clonada. Se 
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observó la expresión proporcional a la concentración de plásmido transfectado. 
El aumento en la expresión de SOD1 tiene un efecto en la regulación de la 
expresión del VHC (NS5A). La expresión de NS5A disminuye en las células 
transfectadas con 100 ng de plásmido. Este efecto se incrementa a los 250 ng y 
de manera interesante a los 500 ng la expresión de la proteína SOD1 vuelve a 
incrementarse (figura 29). El incremento en la expresión de SOD1 disminuye la 
expresión de proteínas virales, y es directamente proporcional a la cantidad del 
plásmido portador del gen SOD1 transfectado. Por lo tanto, el incremento de la 




Figura 29. Efecto de la sobre-expresión de la SOD1 en la replicación del VHC. A) expresión 
de la proteína viral NS5A y la proteína SOD1 transfectada (100, 259 y 500 ng) y  












 La hepatitis C crónica es una enfermedad emergente, actualmente 
afecta a 3% de la población. La terapia actual está basada en IFN y ribavirina, 
en conjunto con uno o más DAAs. Los estudios para lograr una terapia mas 
efectiva aun están en marcha. Se han propuesto diferentes mecanismos de 
patogenicidad mediante los cuales, la infección crónica participa en la alteración 
de la homeostasis hepática, incluyendo daño hepático inmunológico, toxicidad 
directa mediada por la producción viral y la inducción de estrés oxidativo. Hay 
reportes que proporcionan evidencia de la relación entre los sistemas 
antioxidantes y la severidad de la enfermedad hepática. 
El VHC y sus proteínas estimulan la producción de ROS para establecer 
la infección crónica144,145, tales mecanismos no han sido descritos por completo. 
Se sabe que la proteína core del virus115,116 es una de las principales implicadas 
en estos fenómenos, a diferencia del sistema de replicones subgenómicos. Al 
trabajar con el replicón genómico completo, se puede estudiar en cultivo celular 
las terapias y mecanismos de patogenicidad del VHC, rastreando la expresión 
de las proteínas estructurales y no estructurales. Gracias a la permisividad de 
las células Huh7.5.1 y al genoma quimérico del VHC JFH1, no sólo se tiene la 
producción de proteínas, sino que también se cuenta con el ensamblaje de 
partículas virales completas, las cuales tienen la capacidad de infectar 
hepatocitos naïve. Esto proporciona una valiosa herramienta para estudiar al 
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virus y su interacción con la célula huésped, abarcando el ciclo viral completo. 
Esto es de suma importancia, ya que previamente el único modelo para estudiar 
el ciclo completo era el chimpancé.  
 
7.1 Modelos de estudio del VHC 
 
En este proyecto se logró la implementación de este sistema y la 
estandarización para las condiciones experimentales en el estudio de VHC en 
cultivo celular. Este sistema es diferente al replicón subgenómico, porque 
implica la infección y adaptación del virus a la célula y la célula al virus. Además 
de que se estudia a la célula bajo condiciones en las cuales el VHC es el 
responsable de su replicación. Esto implica la modificación y manipulación de la 
maquinaria celular. Gracias a esto, los experimentos arrojan resultados que 
pudieran ser más representativos a lo que pudiera estar pasando en los 
hepatocitos de un paciente, con sus respectivas limitaciones.  
 
7.2 Modulación de los sistemas antioxidantes por la presencia de 
partículas del VHC 
 
La SOD constituye una de las defensas antioxidantes celulares en 
respuesta a la generación de ROS, los niveles de SOD se han observado 
disminuídos en pacientes con hepatitis crónica 103,109 y en cultivo celular 146, 
aunque también se ha reportado el incremento111. Nosotros observamos que la 
presencia del VHC en células de hepatocarcinoma disminuye la expresión a 
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nivel transcripcional de SOD1, mientras que a nivel traduccional no hay cambios 
significativos; la disminución de la enzima pudiera contribuir a los incrementos 
de ROS.  
Los niveles de SOD2 se han encontrado elevados en pacientes147 y un 
polimorfismo en el gen SOD2 está asociado al riesgo de hepatocarcinoma en 
pacientes con VHC148. En nuestros experimentos no hubo variación en la 
expresión de SOD2 al ser evaluada a nivel transcripcional y traduccional.  
Hay estudios que reportan que la presencia del VHC disminuye los 
niveles de glutatión, tanto en pacientes como en cultivo celular 98,100,106. En 
nuestros resultados se encontró una disminución en la expresión del mRNA de 
GPx en células infectadas. Esta disminución puede tener un efecto adverso en 
las células, ya que la capacidad para oxidar al glutatión, el cual reacciona con 
peróxido de hidrógeno, estaría disminuida.  
Nuestros resultados muestran que las células infectadas con el VHC, 
tienen modificadas sus funciones de respuesta antioxidante celular. Por una 
parte se sabe que la presencia del virus disminuye la actividad de la SOD, y 
esto puede explicarse por la disminución de proteína de esta enzima, es 
probable que al no tener la enzima productora de peróxido de hidrógeno, la 
célula debido a la presencia del VHC,  esté siendo regulada para no catalizar 
este producto, ocasionando una disminución en GPx, aunado a la disminución 
de glutatión. Al mismo tiempo nosotros, bajo las condiciones experimentales, no 
observamos un cambio a nivel transcripcional en catalasa, esto sugiere que el 
metabolismo del peróxido de hidrógeno esta alterado en células con infección. 
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7.3 Inhibición de la expresión viral por AAS 
 
Nuestro grupo de investigación previamente ha reportado que el AAS, a 
concentraciones comparables con las que se utilizan para el tratamiento de 
pacientes con terapia anti-inflamatoria (1-5 mM), inhibió la replicación del 
VHC134. Resultados de la literatura y los reportados por nuestro grupo sugieren 
que el AAS podría ser un buen candidato para terapia antiviral. Esto atribuido a 
sus propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias134,149–151. Recientemente 
hemos reportado que el AAS reduce la generación de marcadores de estrés 
oxidativo (ROS y proteínas oxidadas). Esto correlaciona con la disminución de 
la expresión del RNA-VHC. También se evaluó la actividad enzimática de las 
enzimas GPx y SOD. El tratamiento con AAS disminuye la actividad de GPx, 
comparadas con el control. Por otra parte, la actividad de la Cu/Zn SOD se 
incrementó en el tratamiento con AAS. Después se demostró 
(inmunofluorescencia y RT-PCR) la sobre regulación a nivel traduccional y 
transcripcional de la Cu/Zn SOD en células Huh7 replicón tratadas con AAS138. 
Nuestros resultados demuestran que el ASA en este sistema biológico también 
mantiene un efecto antiviral en células que expresan proteínas virales 
estructurales y no estructurales del VHC. El tratamiento con AAS disminuye la 






7.4 Efecto del silenciamiento de la expresión de SOD1 
 
 El silenciamiento de SOD1 tiene un efecto en la disminución de la 
expresión del VHC, hasta de un 50% a las 48 y 72 h. Las células que expresan 
proteínas del VHC tienen una disminución en la expresión de SOD1, al parecer 
si la disminución es mayor, no es favorable para la replicación viral. Esto 
pudiera explicarse debido a que la presencia de proteínas virales disminuye la 
expresión de SOD146, por lo que al silenciar el gen, los niveles de expresión 
dejan de ser favorable para la replicación viral. Esto sugiere que es un proceso 
que debe estar finamente regulado.  
 
7.5 Efecto de la sobre-expresión de SOD1 
 
 Se demostró que el incremento en la expresión de SOD1 disminuye la 
expresión de proteínas virales. Este efecto es dependiente de  la cantidad de 
DNA transfectado. Por lo tanto, el incremento de la proteína SOD1 regula 
negativamente la expresión del VHC. Esto concuerda con lo reportado en 
pacientes que al ser tratados con IFN y ribavirina tienen un incremento en los 
niveles séricos de SOD109 y en el tratamiento con AAS, el cual disminuye la 
replicación viral e induce el aumento en la actividad de Cu/Zn SOD y su 
expresión138. También se ha reportado que el incremento en los sistemas 








1. Se logró la producción de partículas virales infecciosas en cultivo celular, 
las cuales tienen la capacidad de generar RNA viral, sintetizar proteínas 
estructurales y no estructurales, y llevar a cabo el ciclo viral completo. 
2. Existe una expresión diferencial en los niveles de expresión de los 
isotipos de SOD y la presencia de partículas infecciosas del VHC in vitro 
modifica la expresión de la proteína SOD1, mientras que la SOD2 se 
mantiene estable. 
3. A nivel transcripcional SOD1 y SOD2 no presentaron diferencias de 
expresión, en comparación con células naïve.   
4. Los niveles de mRNA de GPx disminuyen desde las 24 h y esta 
disminución es mas evidente a las 72 h. 
5. El tratamiento con AAS 4mM inhibió la expresión de proteínas virales 
(NS3 y core) en células infectadas con el VHC. En este sistema del 
replicón genómico completo se observó el efecto antiviral del AAS. 
6. Se logró el silenciamiento de la SOD1 en células Huh7 que expresan el 
replicón subgenómico de VHC. El silenciamiento de SOD1 regula 
negativamente la expresión del RNA-VHC.  
7. Se realizó la construcción de un vector de expresión que codifica para el 
gen de la SOD1. A su vez se consiguió la sobreexpresión del gen en 
células Huh7 que expresan el replicón subgenómico del VHC. La 
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sobreexpresión de SOD1 también modula la expresión de las proteínas 
del VHC y este efecto es dependiente de la cantidad de DNA 
transfectada.  
8. Los resultados sugieren que bajo las condiciones evaluadas, la SOD1 
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1. Trabajo en campana de cultivo (general) 
• La limpieza de la zona de trabajo se realizó con solución al 
10% de Dodecil sulfato de sodio (SDS; Marca USB. Cat. S5010); así 
como con etanol al 70% (Etanol desnaturalizado; marca Jaico, México), 
ambas en agua ultrapura. 
• Los procedimientos de cultivo celular para la línea Huh-7 se 
llevaron a cabo en una campana de flujo laminar BSL-2 con filtros HEPA 
(Marca NUAIRE). Para el mantenimiento de la línea celular se utilizó 
medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced 
(Advanced-DMEM), L- Glutamina (200 mM; 100X), suero bovino fetal 
(SBF), Tripsina-EDTA (0.25%), solución de antibiótico penicilina-
estreptomicina (100 UI/mL de penicilina G de sodio y 100 µg/mL de 
sulfato de estreptomicina) y solución de aminoácidos no esenciales (10 
mM; 100X), todos de la marca GIBCO-BRL (Grand Island, N.Y.). 
• Para los lavados de las células se empleó una solución 
buffer de fosfatos (PBS) 1X. 
• Para la congelación de líneas celulares se utilizó 
dimetilsulfóxido (DMSO) de la compañía Sigma. 
• Para realizar el recuento celular se empleó el colorante vital 
azul tripano 0.4% (marca GIBCO-BRL, Grand Island, N.Y.). 
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2. Cultivo celular del VHC 
 
2.1 Preparación del templado 
1. Obtenga el plásmido JFH1 en cantidad y calidad apropiada 
(2 µg/µl). Si es necesario, incluya controles negativos de constructos, 
como el constructo de replicación-incompetente (pJGH1/GND), un 
constructo con deleción en la región de envoltura (pJGH1/ΔE1-E2) o el 
replicón subgenómico (pSGR-JFH1). 
2. Digerir el DNA pJFH1 con enzimas de restricción y enzimas 
al combinar los reactivos como se indica:  
Reactivo Cantidad 
DNA pJFH1 (2 µg/µl)   8 µl (16µg) 
NEBuffer 2 (10x)   5 µl (1x concentración final) 
XbaI (100 U/µl)   1 µl (100U) 
Agua libre de nucleasa 36 µl 
Volumen total 50 µ l 
 
3. Incubar las reacciones de digestión por 1-2 h en un bloque 
de calor a 37ºC. 
4. Verificar la digestión completa del DNA pJAFH1 separando 
0.5 µl de la muestra digerida, junto con el marcador 1Kb Plus DNA 
Ladder, por electroforesis a través de un gel de agarosa 1% que 
contenga bromuro de etidio 0.1 µg/mL. 
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5. Mezcle el producto de digestión con 50 µl de buffer TE. 
Pipetear dentro del tubo 100 µl de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 
(25:24:1; extracción fenol-cloroformo-alcohol isoamílico) 
6. Agite vigorosamente y centrifugue por 15 min a 12,000g a 
20-25 ºC  
7. Transfiera la fase acuosa a un nuevo tubo 
8. Pipetee 100 µl de cloroformo en el tubo. Agite 
vigorosamente y centrifugue por 5 min a 12,000g a temperatura 
ambiente. (extracción clorofórmica). 
9.  Transfiera la fase acuosa a un nuevo tubo y agregue 1/10 
volúmenes de acetato de sodio 3M, 2.5 volúmenes de etanol 99.5% y 
1/100 volúmenes de glicógeno en el tubo (precipitación etanólica) 
10. Almacene durante 20 min a -80 ºC. 
11. Centrifugue por 20 minutos a 12,000g a 4 ºC. 
12. Descarte el sobrenadante y lave el pellet con 500 µl de 
etanol al 70%. 
13. Centrifugue por 15 min a 12,000g y a 4 ºC. 
14. Descarte el sobrenadante y seque el pellet a temperatura 
ambiente. 
15. Resuspenda el pellet en 43 µl de agua libre de nucleasas. 
*Punto de pausa. La solución de DNA puede ser almacenada a -80 ºC 
hasta uso posterior. 
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16. Trate el DNA con la enzima Mung vean nuclease 
combinando los reactivos como se indica: 
Reactivo Cantidad 
DNA digerido 43 µl 
Mung bean nuclease Buffer (10x) 5 µl (1x concentración final) 
Mung bean nuclease (100 U/ml)   2 µl (20U) 
Volumen total 50 µ l 
 
17. Incubar por 30 min en un bloque térmico a 30 ºC. 
18. Trate con proteinasa K combinando los reactivos como se 
indica: 
Reactivo Cantidad 
DNA tratado con Mung bean   50 µl 
SDS 10%(p/v)   10 µl 
Proteinasa K (20 µg/µl )       2 µl (40 µg) 
Agua libre de nucleasas 138 µl 
Volumen total 200 µ l 
 
19. Incube por 1 h en un bloque térmico a 50 ºC. 
20. Extraiga con 200 µl de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 
(25:24:1) como se describió en los pasos 5-7. 
21. Extraiga con 200 µl de cloroformo como se describió en el 
paso 8. 
22. Precipite el DNA por precipitación con etanol como se 
describió en los pasos 9-14. 
23. Resuspenda el pellet en 11 µl de agua libre de nucleasa. 
24. Pipetee 1 µl de la solución resuspendida en 49 µl de búfer 
TE (50:1). Estime la concentración de DNA separando 10 µl de la 
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muestra diluida, usando el marcador de fragmentos λ DNA-HindIII por 
electroforesis a través de un gel de agarosa al 1% que contenga 0.1 
µg/µl de bromuro de etidio. Es importante confirmar el tamaño y 
rendimiento del fragmento de DNA digerido. *Punto de pausa. La 
solución de DNA puede ser almacenada a – 80ºC hasta uso posterior. 
 
2.2 Transcripción y purificación del RNA 
25. Transcriba el RNA con el kit MEGAscript. Primero, combine 
los reactivos como se indica: 
Reactivo Cantidad 
Templado de DNA linear   2-4 µl (500 ng a 1 µg) 
ATP      2 µl 
CTP      2 µl 
GTP      2 µl 
UTP      2 µl 
Búfer de reacción      2 µl 
Enzima      2 µl 
Agua libre de nucleasas   4-6 µl 
Volumen total    20 µ l 
 
26. Incube por 3-7 h a 37 ºC. 
27. Añada 1 µl de DNase (kit). Incube por 15 min a 37 ºC. 
28. Añada 115 µl de agua libre de nucleasas y 15 µl de 
solución stop (kit). 
29. Añada 100 µl de agua libre de nucleasas y purifique el RNA 
con 750 µl de TRIzol LS de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
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30. Resuspenda el pellet de RNA en 11 µl de agua libre de 
nucleasas. 
31. Diluya 1 µl de la solución de RNA con 19 µl de agua libre 
de nucleasas. Después de desnaturalizar por 5 min a 65 ºC, confirme el 
tamaño del RNA sintetizado, separando por electroforesis, junto con un 
marcador de peso de RNA, a través de un gel de agarosa 1% que 
contenga 0.1 µg/µl de bromuro de etidio. Determine la concentración de 
RNA por espectrofotometría. Es importante confirmar que el tamaño y 
rendimiento del RNA purificado son apropiados. *Punto de pausa. La 
solución de RNA puede ser almacenada a – 80ºC por pocos meses. 
Evite ciclos de congelación y descongelación. 
 
2.3 Transfección (DMRIE-C) 
32. Prepare células Huh 7, o las líneas celulares permisivas 
Huh7.5 o Huh 7.5.1. Tratar con tripsina las células y siembre 700, 000 
células en placas de 6 cm. 
33. Al día siguiente lave las células con OptiMEM y combine los 
reactivos como se indica:  
Reactivo Cantidad 
RNA JFH1   5-10 µl (5 µg) 
DMRIE-C    20 µl 
OptiMEM    2 ml 
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34. Añadir la mezcla de transfección a la placa con células. 
Incubar por 4 h, dentro de la incubadora. 
35. Transcurrido el tiempo, lave las células con medio de 
cultivo regular. Las células deberán ser cultivadas cada 2-3 días de 
acuerdo a su confluencia. 
 
2.4 Colección del HCV generado 
36. Colectar el medio de cultivo 72 h después de la 
transfección y añadir medio fresco, repetir la colección del medio 2-3 días 
después del pasaje hasta que la producción de virus disminuya. 
Monitorear la expresión del virus por qPCR o Western blot. 
37. Remueva el detrito celular por centrifugación a baja 
velocidad (20 min a 1,000 g). 
38. Pasar el medio de cultivo a través de una unidad de filtrado 
0.45 µm. 
39. Almacenar a 4 ºC (no mas de 15 días) o a – 80ºC, evitar 
ciclos de congelación y de descongelación. 
 
3. Retrotranscripción (RT-MMLV). 
 
Una vez realizada la extracción del RNA total, éste fue sujeto a 




RNA total de células en 
monocapa  RNA total viral 
Reactivo Volumen  Reactivo Volumen 
Random primer 10X 1 µL  Primer D2 10 µM 1 µL 
RNA 5 µL  RNA 5 µL 
Agua DEPC 6.5 µL  Agua DEPC 6.5 µL 
Volumen total 11.5 µL  Volumen total 11.5 µL 
 
Una vez preparada esta primera mezcla, se introdujeron los tubos al 
termociclador para incubarlos a 72 °C durante 10 minutos. Mientras tanto, se 
preparó la siguiente mezcla de reacción: 
 
Reactivo Volumen 
Buffer RT 5X 4 µL 
DTT 0.1 M 2 µL!
RNAse out 0.5 µL 
dNTPs 10 mM 1 µL 
RT-MMLV 
200U/mL 1 µL 
Volumen total 8.5 µL 
 
Transcurrido el tiempo de incubación de los tubos en el termociclador, se 
incubaron durante 3 minutos en hielo y se añadieron los 8.5 µL de la segunda 
mezcla de reacción por cada tubo. Posteriormente se continuó con el siguiente 





Paso Temperatura Tiempo 
1 25 °C 10 minutos 
2 37 °C 60 minutos 
3 94 °C 5 minutos 
4 4 °C 10 minutos 
 
Terminado el programa, los tubos se retiraron del termociclador, se 
rotularon y se almacenaron a -80°C. 
 
4. Equipos utilizados 
 
4.1 Uso general 
• Centrífuga clínica. Marca Thermo Scientific. Modelo IEC-
CLR30R. 
• Centrífuga refrigerada. Marca Heraeus. Modelo Biofuge 
Primo R. 
• Microcentrífuga. Marca Eppendorf. Modelo 5415D. 
• Microscopio invertido. Marca Olympus. Modelo CKX41 
• Ultracongelador Revco. Marca NUAIRE. Modelo UN-
6617A36. 
• Pipetor Pipet-Aid XP. Marca Drummond. Modelo 4-000-101. 
• Baño maría. Marca PRECISION 180. 
• Micropipetas. 
• Vórtex. Marca Scientific Industries. Modelo Vortex Genie 2 
G-560. 
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4.2 Cultivo celular 
• Campana de flujo laminar con filtros HEPA. Class II type 
A2. Marca NU AIRE. Modelo NU-425-400.  
• Incubadora con fuente de CO2. Marca NUAIRE. Modelo 
UN-4750. 
• Bomba de presión y vacío. Marca Daigger. Cat. EF2090G. 
 
 
4.3 Técnicas moleculares (extracción de proteínas, WB, extracción de RNA 
total, RT, PCR, qPCR) 
• Campana de PCR. Marca CBS Scientific Co. Modelo P-
036-02. 
• Termociclador para retrotranscripción. Marca Applied 
Biosystems. Modelo GeneAmp PCR System 9700. 
• Termociclador para PCR punto final: Marca Eppendorf. 
Modelo Mastercycler gradient. 
• Termociclador de tiempo real: Marca Applied Biosystems. 
Modelo ABI PRISM 7000. 
• Micropipetas automáticas de 10 y 200 µL. Marca Rainin. 
• Fotodocumentador UVP Mini Darkroom. Marca UVP. 
(Cambridge, UK)  Modelo M-26E. 
• Espectrofotómetro NanoDrop. Marca Thermo Scientific. 
Modelo Nanodrop 2000. 
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• Cámara de electroforesis. Marca Owl. Modelo B1A. 
• Fuente de poder. Marca Bio Rad. Modelo Power Pac 100. 
• Horno de micro-ondas. Marca Panasonic. 
 
5. Soluciones 
5.1 Extracción de proteínas 
5.1.1 Buffer de lisis 5X 
5 mL Triton x-100  (5% final) 
5 mL Tris-HCl 1M pH7.5 (50 mM final) 
12.5 KCl 2M (250 mM final) 
1 mL MgCl2 1M (10mM final) 
*ajustar volumen a 100 mL con agua 
5.1.2 Buffer de lisis 1X 
100 µL buffer 5X 
1 µL DTT  
1 µL PMSF 
20 µL inhibidor de proteinas 







5.2 Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
 
5.2.1 Buffer de carga  (8mL) 
4.7 mL Agua 
0.5 mL Tris-HCl 1M pH6.8 (62.5 mM final) 
0.8 mL glicerol ( 10% final) 
1.6 mL SDS 10% (2% final) 
0.4 mL B-mercaptoetanol  ( 5% final) 
Punta de la espátula Azul de bromofenol ( 0.001%) 
5.2.2 Buffer de corrida (250 mL) 
22.7 g Tris 
0.5g SDS 
210 agua  
*ajustar pH 8.8 con HCl y ajustar volumen a 250 mL 
5.2.3 Buffer concentrador (250 mL) 
7.57g Tris 
0.5 g SDS 
225mL agua 
*ajustar pH 6.8 con HCl y ajustar volumen a 250mL 
5.2.4 Buffer de Stripping (150 mL) 
1.05 mL B-mercaptoetanol 
30 mL SDS 10% 
9.38 mL Tris 1M 
109.57 mL agua 
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5.3 Western blot 
 
5.3.1 Buffer de transferencia 5X (1L) 
15.1 Tris     25mM 
94 g Glicina 250 mM 
50 mL SDS 10% (final 0.1%) 
cbp 1L agua 
 
5.3.2 TBS (Solución salina con buffer Tris) 
2.4 g Tris 
8.0 g NaCl 
950 mL agua 
* Ajustar pH 7.6 con HCl y ajustar volumen a 1000 mL 
 
5.3.3 Solución de bloqueo (10%) 
10 g leche descremada 
cbp 100 mL buffer TBS 
 
5.4 Sistema de Infección 
Para la producción de partículas virales infecciosas del VHC también se 
utilizaron los siguientes reactivos : Proteinase K cat. 25530-049 (Invitrogen), 
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